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La formation de la cicatrice cardiaque suite à un infarctus du myocarde (1M)
représente une réponse physiologique essentielle à la prévention d’une éventuelle
rupture ventriculaire. Des études récentes ont démontré que la guérison des tissus
cutanés blessés était associée à une innervation neuronale, et que la peau contiendrait
des cellules souches multipotentes capables de se différencier en cellules de la lignée
neuronale. Ces observations nous ont donc poussé à aller voir si le recrutement des
cellules souches neuronales (CSN) était un événement impliqué dans la formation de
la cicatrice cardiaque suite à un 1M. Des cellules souches neuronales exprimant la
protéine nestin ont été identifiées au sein de la cicatrice cardiaque d’une semaine post
1M chez des rats mâles, de même que des cellules différenciées en astrocytes réactifs
(caractérisés par la co-expression de glial fibrillary acidic protein et de vimentin) ainsi
qu’en neurones matures (exprimant la neurofiÏament-M et la peripherin). L’ARNm de
la tyrosine hydroxylase a également été détecté dans la cicatrice, alors que la protéine
a pu être détectée dans des neurones exprimant la peripherin. De plus, des cellules
neuronales exprimant la myelin oligodendrocyte specific protein ont également été
identifiées, reflétant la présence du phénotype oligodendrocytaire. Le surnageant
récolté d’une culture de cellules cicatricielles d’une semaine post-IM a également
induit la différenciation des cellules PC 12, confirmant la sécrétion de facteurs
neurotrophiques par ces cellules. En effet, le nerve growth factor (NGF) et le brain
derived neurotrophic factor ont été identifiés dans les myofibroblastes et les cellules
neuronales, de même que les deux types de récepteurs au NGf trkA et p75. Ces
résultats ont permis de mettre en évidence un recrutement de cellules souches
neuronales lors de la formation de la cicatrice cardiaque suite à un infarctus du
myocarde, lequel pourrait représenter un événement physiologique essentiel impliqué




Scar formation post-myocardial infarction (MI) represents an essential physiological
response to prevent ventricular rupture. Studies have shown that cutaneous wound
healing was associated with neuronal innervation, and the skin contains multipotent
stem ceils capable of differentiating to neural celÏ types. These observations prompted
us to examine whether neural stem ceils recruitment occurred during scar formation
post-MT. Nestin-expressing neural stem celis were isolated from the scar of 1-week
post-MI male rats and differentiated to reactive astrocytes (co-expression of guai
fibrillary acidic proteins, and vimentin), and neurofilaments-M- and peripherin
positive neurons. Tyrosine hydroxylase mRNA was detected in the scar and protein
expression in peripherin-positive neurons. Ceils expressing myelin oligodendrocytes
specific protein were also identified delineating an oligodendrocyte phenotype. The
supernatant harvested from scar-derived cells induced PC12 cell differentiation
confirming the presence of neurotrophic factors. Nerve growth factor (NOF) and
brain-derived neurotrophic factor were identffied in myofibroblastes and neural cells,
and both expressed the NGF receptors trkA and p75. These data highlight the novel
observation that neural stem celi recruitment occurs during scar formation post-MT
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Le travail qui suit est te résultat d’une découverte faite par hasarci qui a piqué la
curiosité de personnes déterminées à comprendre ce qui nous tient à coeur. Il ne s ‘agit
par contre que du premier chapitre d’un très long récit, offrant un avant-goût de
1 ‘ampleur de son implication dans le domaine de ta physiologie cardiaqîte. Ce travail
résulte de 1 ‘intégration de plusieurs domaines d ‘études (cardiologie, neurobiologie et
embryologie) démontrant t ‘importance de traiter le corps humain en tant que tout, et
non comme un ensemble de systèmes indépendants. Ce travail s ‘adresse donc à des
gens ouverts d ‘espril, capable de dévier de leur ligne de pensées, de s ‘adapter à de









Les maladies cardiovasculaires sont la principale cause de décès pour plus du tiers de
la population canadienne. On constate que l’infarctus aigu du myocarde et la
cardiopathie ischémique deviennent de sérieux problèmes de santé à l’âge de 45 ans
chez les hommes et de 55 ans chez les femmes. Par contre, elles ne touchent pas que
les personnes âgées; en effet, elles sont la troisième cause de décès prématuré chez les
moins de 75 ans. Les taux de mortalité attribuable à la cardiopathie ischémique et à
l’infarctus du myocarde continuent de diminuer, mais les taux de mortalité attribuable
aux accidents vasculaires cérébraux (AVC) n’ont pas changé sensiblement au cours
des dix dernières années. Comme le nombre des personnes âgées est en constante
croissance au Canada depuis quelques années, on assiste à une hausse du nombre de
décès attribuables à l’AVC et à la cardiopathie ischémique. Celle tendance devrait se
poursuivre pendant les quinze prochaines années (Le nouveau visage des maladies
cardiovasculaires et des accidents vasculaires cérébraux au Canada 2000, Santé
Canada).
Puisqu’on connaît un accroissement du nombre de personnes âgées qui présentent un
risque élevé de maladies cardiovasculaires (MCV), ceci fera augmenter le besoin de
tous les services de santé requis pour traiter ces MCV efficacement - soins
ambulatoires, hôpitaux de soins actifs et de soins chroniques, réadaptation, soins et
soutien à domicile, produits pharmaceutiques, éducation sanitaire et autres
interventions (Le nouveau visage des maladies cardiovasculaires et des accidents
vasculaires cérébraux au Canada 2000, Santé Canada).
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De plus, le taux de prévaÏence élevé des principaux facteurs de risque - tabagisme,
sédentarité, hypertension, dyslipidémies, obésité et diabète - continue d’entretenir
l’épidémie de MCV au Canada. On n’observe aucune amélioration sensible de la
situation par rapport à ces facteurs. Ceux-ci varient en fonction du sexe, de l’âge et de
la région. Des recherches récentes sur les causes sous-jacentes des MCV, qui se sont
penchées sur les infections, les micronutrirnents, l’homocystéine et les oxydants ainsi
que les gènes, pourraient ouvrir de nouvelles voies en matière de prévention.
Compte tenu de la situation actuelle, il est primordial de mieux comprendre les
mécanismes qui sont à l’origine des maladies cardiaques, afin de trouver des
traitements innovateurs et d’en améliorer la prévention.
51.1 Infarctus du myocarde et remodelage cardiaque
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Un infarctus du myocarde (1M) est causé par un blocage permanent d’une artère
coronaire. Suite à cette occlusion, on verra un arrêt dans l’apport en oxygène et
nutriments, ainsi que la « clearance» des déchets. L’absence d’oxygène forcera alors
les cellules à passer du mode énergétique aérobie (métabolisme énergétique incluant
la 3-oxydation) au mode anaérobie (glycolyse). Ce « shifi» se fait en un laps de temps
très court (moins de huit secondes). Les conséquences de ce changement sont
importantes: le taux de production d’ATP va énormément diminuer et l’ADP va
commencer à s’accumuler. Elle sera ensuite dégradée par l’adénylate kinase en AMP
qui sera ensuite dégradé en adénosine, et diffusera dans le milieu extracellulaire.
diminuant ainsi la réserve des nucÏéotides adénines nécessaire pour la synthèse de
l’ATP. Les réserves de créatine phosphate, source de phosphate à haute énergie
(HEP), vont également diminuer rapidement. Le lactate et les H vont s’accumuler, ce
qui aura pour effet de diminuer le pH intracellulaire à 5.8-6.0. Toute cette
accumulation générera une augmentation de l’osmolarité intracellulaire, entraînant
une entrée d’eau dans les cellules. On assistera également à une diminution du
potentiel de membrane des cellules, induisant une modification de l’ECG.
Conséquences : les contractions vont diminuer, favorisant davantage une élongation
des myocytes plutôt qu’un raccourcissement.1 Si la reperfusion n’arrive pas dans les
15 minutes suivant l’occlusion, les changements survenus dans le myocarde seront





Le remodelage cardiaque est défini comme étant un processus par lequel le myocarde
subit des changements structurels et fonctionnels suite à une blessure, tels un
infarctus, une infection, une maladie valvulaire, une hypertension artérielle, ou
simplement suite à l’adaptation à une situation physiologique excessive.2 Il existe
deux types de remodelage: tout d’abord, il y a le remodelage physiologique qui se
traduit par des changements adaptatifs à une demande cardiaque accrue, causée, par
exemple, par l’exercice physique intense ou la croissance. Ce processus est normal, et
résulte en l’augmentation de la longueur de la paroi du coeur causée par l’hypertrophie
excentrique des myocytes.
Il y a ensuite le remodelage pathologique, qui peut être causé par une hypertension
artérielle, une surcharge volumique, une surcharge pressive, une régurgitation
aortique, ou conséquemment à un infarctus du myocarde. La réponse à ces
changements peut être d’ordre physiologique (compensatoire), ou pathologique,
causant une diminution dans la fonction cardiaque.
Suite à un infarctus, et conséquemment à la mort des myocytes, on verra apparaître
une réaction inflammatoire importante dans la zone infarcie. Cette inflammation est
essentielle à la réparation tissulaire et donc à la survie du patient. Les radicaux libres
produits et la cascade des protéines du complément étant activée, une cascade de
cytokines et de chemokines sera enclenchée par le myocarde. IL-8 et C5a seront
relâchés suite à l’ischémie et stimuleront le recrutement des neutrophiles. MCP-l
7(monocyte chemoattractant protein- 1) induira le recrutement des cellules
Ç mononucléaires (monocytes, macrophages, lymphocytes). L’accumulation de
monocytes dérivants de la différenciation des macrophages ainsi que l’augmentation
en nombre des mastocytes entraînera une très grande sécrétion de divers facteurs de
croissance, stimulant l’angiogénèse, la migration et la prolifération des fibroblastes
dans la zone infarcie, la synthèse de protéines de la matrice extracellulaire, en plus de
participer à la phagocytose des cellules mortes.3 Il a également été démontré que
certaines cytokines libérées pourraient participer au recrutement d’un certain type de
cellules souches (blood-derived primitive stem cells) ayant un pouvoir limité de
régénération du myocarde.4
L’augmentation du nombre de fibroblastes dans la zone infarcie est une étape très
importante dans le remodelage cardiaque. Rapidement après l’infarctus (4-6 jours
post-IM), ces cellules, sous l’influence d’un grand nombre de facteurs de croissance
(principalement TGF-pl et 3) et de cytokines (TNf-Œ, IL-l3, IL-6, etc.), se
différencieront en myofibroblastes, cellules exprimant la protéine d’actine-a du
muscle lisse (Smooth muscle a-actin, SMA), lui conférant la propriété de se
contracter.5 Ces cellules sont responsables d’une très grande production de protéines
de la matrice extracellulaire (MEC), comprenant le collagène (type I et III), la
fibronectine, les protéoglycans, la laminine et les collagénases, qui seront impliquées
dans la formation de la cicatrice cardiaque.5 Cette étape de remodelage en phase aigu
fait partie intégrante du processus de fibrose réparative et est physiologique. On
oppose ce phénomène à la fibrose réactive, qui constitue une déposition de protéines
C
C$
de la MEC au niveau d’un myocarde non-infarci suite à une inflammation ou à une
hypertrophie cardiaque concentrique, ou en phase chronique de l’hypertrophie
eccentrique, ayant pour conséquence de diminuer la fonction cardiaque.5 Puisque ce
sont les myofibroblastes qui jouent un rôle central dans le processus de cicatrisation et
de fibrose cardiaque, et que ces derniers restent de manière quasi-permanente
(plusieurs années) dans le coeur,5 leur présence entraînera plusieurs conséquences à
long terme. Elle entraînera une rigidité grandissante de la paroi du coeur à l’endroit de
déposition des protéines, et accentuera l’hétérogénéité tissulaire du coeur, entraînant
éventuellement des problèmes de contractilité et aboutira éventuellement à une
défaillance cardiaque.
Plusieurs facteurs sont impliqués dans la régulation de la fibrose cardiaque. Les
principaux stimulants sont l’angiotensine II, Ï’aldostérone, l’épinéphrinc, la
norépinéphrine et 1’ endothéline I qui ont tous des effets stimulateurs sur la production
de TGF-f3, impliqué à son tour dans la fibrose,5 tandis que l’ANP, le BNP et le NO
joueraient plutôt des rôles d’inhibiteurs de la fibrose. La balance entre les facteurs
pro-fibrotiques et antifibrotiques déterminera l’amplitude du remodelage cardiaque.
1.3 Blessure tissulaire et cicatrisation cutanée
Il existe plusieurs points communs entre la cicatrisation cardiaque et la cicatrisation
cutanée. Voyons plus en détails le second type de cicatrisation.
9La guérison tissulaire est un processus complexe dans lequel plusieurs interactions ontÇ lieux entre les différentes cellules retrouvées au niveau du tissu (kératinocytes,
fibroblastes, cellules endothéliales, cellules nerveuses), les différents composants de la
MEC, les médiateurs chimiques et les cellules inflammatoires qui infiltrent le tissu
blessé (leucocytes).
On peut définir la guérison tissulaire en trois grandes phases: l’inflammation, la
réparation tissulaire, le remodelage.
I .31 Inflammation
L’inflammation aigu est un processus au cours duquel le plasma et les leucocytes
s’accumulent au site d’une lésion afin de circonscrire son étendue, d’y éliminer les
agents bactériens (s’il y a lieu) et d’y débarrasser les cellules détruites. Il s’agit d’un
processus non-spécifique (par opposition à l’inflammation chronique qui implique une
réponse immunitaire spécifique) qui peut durer de quelques minutes à quelques j ours.6
Les premiers événements rencontrés sont d’ordre hémodynamiques (changements
dans le calibre des vaisseaux et du débit sanguin), suivi par une augmentation de la
perméabilité vasculaire (exsudation accrue) entraînant une émigration massive des
leucocytes au niveau du tissu lésé. Il a d’ailleurs été démontré que seulement une
journée après la blessure, la population de leucocytes polymorphonucléaires
(basophiles, mastocytes, éosinophiles et neutrophiles) constituerait environ 50% des
cellules retrouvées dans le tissu lésé.6 Les monocytes/macrophages envahiront ensuite
le site pour entamer le processus de phagocytose. On va également y retrouver des
C
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lymphocytes, mais par contre, ceux-ci n’auront qu’un rôle de libérateur de facteur de
C croissance dans le processus d’inflammation aigu, sans actions spécifiques.7
Tous les phénomènes rencontrés dans l’inflammation aigus sont dépendants de la
libération de médiateurs chimiques dans le tissu lésé. Un résumé des principaux
médiateurs de l’inflammation est retrouvé au Tableau 1.1.
1.3.2 Réparation tissulaire
Cette étape va permettre la reconstitution des tissus blessés à leur état original, ou le
remplacement du site lésé par une cicatrice riche en tissu conjonctif fibreux dense. Ce
processus s’enclenche tôt après le début de l’inflammation, mais ne peut être complété
que lorsque l’agent agresseur a été détruit ou totalement neutralisé. La réparation
consiste essentiellement à remplacer les cellules mortes par des cellules vivantes, du
tissu lésé par du tissu sain. Cette réparation anatomique des structures sera
éventuellement suivie d’une réparation fonctionnelle impliquant un remodelage de la
zone lésée et réparée.8
La réparation tissulaire peut se faire selon deux modes la régénération et la
cicatrisation.8 La régénération a lieu lorsque les cellules parenchyrnateuses mortes du
tissu peuvent être remplacées par d’autres cellules du même type. Dans ce cas, le tissu
lésé retrouve son intégrité anatomique et fonctionnelle. Dans le cas de la cicatrisation,
on est en présence de cellules permanentes qui sont incapables de se reproduire
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Tableau 1.1 : Médiateurs de l’inflammation (extrait de Réf. #8)
C
_________________
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(cardiomyocytes par exemple), et donc, suite à une lésion, ces cellules seront
C remplacées par des cellules stromales (essentiellement des fibroblastes), résultant en
une perte de l’intégrité anatomique et de la fonction spécialisée du tissu atteint.
La cicatrisation a lieu en trois étapes une première phase de démolition a lieu afin
d’enlever les tissus morts. Celle phase comprend tout le processus inflammatoire aigu,
ainsi que la phagocytose. Ensuite vient une phase active de remplacement tissulaire
qui implique la prolifération cellulaire et la synthèse de nouveaux éléments tissulaires
(protéines de la matrice extracellulaire). C’est durant cette phase que l’on retrouve le
phénomène d’angiogénèse et de fibrogénèse.
L’angiogénèse est stimulée principalement par la relâche de facteurs angiogéniques
par les macrophages.78 Ces derniers stimuleront les cellules endothéliales des veinules
à se détacher de leur membrane basale et à migrer au site de blessure et à créer un
tissu de granulation très vascularisé. De plus, celle vascularisation sera essentielle
pour la survie des myofibroblastes, qui migreront en grand nombre au niveau du site
de lésion.
La fibrogénèse, quant à elle, comprend la synthèse active de collagène, de
glycosaminoglycane, de fibrine et de fibronectine. Cette synthèse est principalement
faite par les myofibroblastes (cellule ayant une très forte expression de la protéine
$MA)9 qui sont en constante infiltration dans la zone lésée. Celle synthèse durera




Beaucoup de facteurs pro-fibrogéniques sécrétés proviennent des cellules
C inflammatoires présentes au niveau du site de la blessure. En effet, les éosinophiles et
les mastocytes sont connus pour avoir une influence directe sur les fibroblastes quant
à la modulation de leur phénotype pro-fibrogénique (tant au niveau de la prolifération
que de la production et de la contraction du collagène via la synthèse d’histamine, de
tryptase et de TGf-j3). 10
1.3.3 Remodelage
Cette phase arrive en dernier lieu, et implique l’arrêt de la prolifération active des
cellules stromales, 1’involution des structures transitoires (néo-vaisseaux) en leur
remplacement final par du tissu fibreux dense cicatriciel (avec modification dans
l’orientation des fibres de collagène déjà existantes), acellulaire et avasculaire. De
plus, la synthèse de collagène diminuera et celle de la collagénase augmentera
proportionnellement afin de créer une balance entre sa synthèse et sa dégradation. La
résistance tensile du tissu cicatriciel continuera d’augmenter progressivement durant
la maturation de la cicatrice mais n’atteindra guère plus de 70-20% de celle du tissu
original. On verra également une contraction de la plaie, due principalement aux
propriétés contractiles des myofibroblastes. L’ampleur de la contraction peut même
aller jusqu’à 70%.
Pour mettre fin au processus de cicatrisation, on doit avoir éliminé tous les stimuli
externes à l’inflammation, sans quoi cette dernière persistera et résultera en
l’amplification des dommages tissulaires. Au niveau de la peau, la réépithélialisation
C
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est nécessaire pour mettre fin à ce processus. Plusieurs facteurs sont impliqués dansÇ cette involution: le facteur dérivé des cellules épidennales (epidermal cell-derived
factor) serait responsable de la diminution de la prolifération active des fibroblastes;
TGf-t31 serait quant à lui impliqué dans la régression de l’inflammation, mais aurait
également des effets profibrogéniques; TGF-f33 aurait des effets anti-fibrotiques;
Interferon-7 et —Œ2b seraient, quant à eux, impliqués dans la diminution de
l’hypertrophie cicatricielle via la diminution de l’activité de TGF-f31.
Ensuite, devra suivre le processus d’involution des structures transitoires et
l’élimination des différentes populations cellulaires impliquées dans la guérison
cicatricielle. On connaît trois mécanismes possibles qui permettent d’éliminer une
population cellulaire : la nécrose cellulaire, l’émigration et l’apoptose. Il n’est pas
bien connu encore par quel mécanisme cette étape aurait lieu; par contre, l’hypothèse
de la nécrose est rapidement éliminée, puisque cette dernière induit l’inflammation7
qui est, dans le cas présent, en régression. Quant à l’émigration, cette hypothèse a
également été éliminée, puisque ce mécanisme serait inefficace et très coûteux en
énergie. De plus, il y a peu d’évidences démontrant des populations cellulaires
quittant la région cicatricielle.7 Enfin, l’hypothèse la plus logique pour éliminer les
populations cellulaires serait l’apoptose. En effet, les cellules inflammatoires
impliquées dans la guérison tissulaire disparaîtront sans induire d’inflammation; une
fois que les taux de collagène nécessaire à la cicatrice sont présents, les fibroblastes
disparaîtront à leur tour par apoptose, de même que les cellules endothéliales
impliquées dans la formation de néovaisseaux.
C
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1.4 Cicatrice cutanée VS Cicatrice cardiaque
O Voici un tableau comparatif (tableau 1.2) des deux types de cicatrice précédemment
présentées.
Tableau 1.2 : Comparaison entre la cicatrice cutanée et la cicatrice cardiaque
R Cicatrice cutanée R Cicatrice cardiaque
• Non-permanente • Permanente
• Cellules inflammatoires • Cellules inflammatoires
• Angiogénèse I Angiogénèse (insuffisante,
donc conserve un milieu
• Myofibroblastes bypoxique)
(disparaissent avec perte I Myofibroblastes (restent
de la cicatrice) dans la cicatrice de façon
permanente)
NGF I NGf?
Innervation de la cicatrice R Innervation de la cicatrice?
Cellules souches I Cellules souches ?
Ces deux processus de cicatrisation sont comparables en plusieurs points
(inflammation, populations cellulaires infiltrées), mais s’opposent diamétralement en
ce qui a trait à certains autres. En effet, on ne peut passer outre le fait que la cicatrice
cardiaque reste de manière permanente au niveau du coeur, ce qui impliquera
énormément de conséquences à long terme, par opposition à la cicatrice cutanée qui
disparaît une fois que le tissu est guéri. De plus, puisque que le coeur est un organe
extrêmement bien perfusé en situation normale et que sa cicatrice est maintenue dans
un stade d’hypoxie aigus due à une perfusion inadéquate suite à un 1M (malgré la
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présence d’angiogénèse),” les conséquences pourront également être notables à ceÇ niveau et générer des différences majeures entre les deux modèles cicatriciels. En
effet, l’environnement particulier retrouvé au niveau de la cicatrice cardiaque ne sera
que transitoire au niveau de la cicatrice cutanée. Puisque les myofibroblastes ne
quitteront jamais le tissu cicatriciel du coeur, leur présence permanente aura des
conséquences importantes sur les taux de synthèse de protéines de la MEC, ce qui
aura des implications à long terme dans le développement de la fibrose cardiaque, puis
éventuellement de l’insuffisance cardiaque.
Il a été démontré par le groupe de Vracko et al.’46 que suite à la formation d’une
cicatrice cardiaque suivant une blessure (via ischémie ou engelure
transdiapbragmatique), il y a une régénération des axones détruites par la blessure,
une prolifération des cellules de Schwann entourant ces fibres entraînant ainsi une
augmentation de la densité de ces fibres dans la zone blessée par rapport au reste du
tissu sain. Ils ont également observé une forte synthèse de granules neurosécrétoires
dans ces fibres régénérées. Le rôle fonctionnel de ces fibres nerveuses dans la
cicatrice reste par contre à déterminer, bien qu’une relation ait été établie entre






II a été démontré par l’équipe du Dr Peter $mith’2 que les myofibroblastes seraient
responsables d’une très grande sécrétion de neurotrophines, et plus précisément du
facteur de croissance neuronal (Nerve Growth Factor; NGF), qui aurait pour effet
d’accentuer la croissance et l’invasion de cellules neuronales dans la cicatrice cutanée,
favorisant une cicatrisation beaucoup plus rapide et efficace, mais la présence de NGF
ainsi que son action sur les fibres nerveuses n’a jamais été démontré dans la cicatrice
cardiaque. Voyons tout d’abord ce que sont les neurotrophines.
Initialement, les neurotrophines étaient considérées comme des facteurs de survie
neuronale, puis on leur attribua une grande variété d’actions tant dans la régulation
neuroblastique, dans la prolifération des cellules de la crête neurale, dans la régulation
de la neuritogénèse, dans la modulation des propriétés synaptiques, du maintien de la
survie ainsi que de l’induction de l’apoptose.’3 En plus de ces rôles physiologiques,
les neurotrophines ont été impliquées dans plusieurs maladies neurologiques, incluant
l’Alzheimer, le Parkinson, l’épilepsie ainsi que certains cancers du système nerveux
central.
1.5.1 Nerve Growth Factor (NGF)
Le NGf a été découvert dans les années 1950 par Rita Levi-Montalcini avec la
collaboration de Stanley Cohen, tous deux récipiendaires d’un prix Nobel en 1985
pour cette découverte. Ils ont trouvé que cette protéine pouvait stimuler la croissance
( et la différenciation des neurones sympathiques et sensoriels, ce qui fait de cette
1$
protéine un membre typique de la famille des neurotrophines, comprenant le facteur
E neurotrophique dérivé du cerveau (Brain-Derived Neurotrophic factor; BDNf), et les
neurotrophines NT-3 et NT-4/5.
1.5.1.1 Structure
Le NGf à haut poids moléculaire est un complexe protéinique de 140 000 daltons
ayant un coefficient de sédimentation de 7s4 Il est principalement retrouvé dans la
glande sous-maxillaire de souris. Ce peptide est composé de trois types de sous-unité
une sous-unité f3, deux
,
et deux Œ (voir figure 1.1 Structure de NGf 7$). La sous-
unité f3, qui est la plus étudiée des trois, est responsable de la croissance neuronale. On
retrouve cette sous-unité sous forme dimérique (deux chaînes identiques composées
de 11$ acides aminées’6), lié au complexe 7$ de manière non-covalente. Elle a un
poids moléculaire de 26 000 daltons et un coefficient de sédimentation de 2.5$. Il a
été démontré par Frazier et al.’7 et par Stach et Shooter’8 que tant les monomères que
les dimères sont biologiquement actifs. Chaque chaîne contient 3 chaînes internes
liées par des ponts disulfures qui sont essentiels, sans lesquelles l’activité de la
protéine serait nulle. Ce sont les résidus tryptophanes qui semble être responsables de
cette activité biologique,’9 car son oxydation au niveau de Trp-21 rend le NGf inactif.
Son point isoélectrique est de 9.4, la rendant la plus basique des trois sous-unités.
o
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Figure 1.1 : Structure du NGF 7S (extrait de Réf. # 15)
o
______
Structure totale du NGF 7S (a) Modèle
en ruban et (b-d) modèles compacts
représentant les interactions entre les
sous-unités du NGf. Le dimère NGF-f3
(la sous-unité II en bleu pâle et 132 en
bleu foncé) est situé au centre avec les
sous-unités o en rouge et les sous-unités
y en vert. Les interactions entre les
sous-unités y1 et al (et y2 et a2) sont
dues aux ions zinc (sphères blanches).
La figure (a) a été dessinée avec
SETOR et (b-d) avec GRASP.
La sous-unité y est synthétisée à partir du gène mGK-3.2° On retrouve deux sous-
unités y (poids moléculaire de 26 000 daltons chaque, toutes deux glycosylées) dans le
complexe 7S. Cette sous-unité aurait une activité protéolytique intrinsèque
responsable de la maturation du NGF-f3 en sa forme active. En effet, sa liaison en son
site actif en C-terminal du NGF-F3 permet le clivage et la libération de deux résidus
arginine. Cette liaison rend la sous-unité y inactive et stabilise du même coup le
complexe 7S. Sa séquence en acides aminés et en nucléotides la classe dans la famille





Outre leur hétérogénéité électrophorétique et leur stabilité légèrement variable, ils
conservent tous la même activité enzymatique.23 Son point isoélectrique est de 5.2 à
5$16 On ne retrouve pas cette sous-unité dans tous les tissus et espèces synthétisant le
r3-NGf. Pourtant, ces tissus ont conservé la capacité de former du f3-NGF mature,
suggérant qu’il existerait d’autres enzymes capables de jouer le même rôle que la
sous-unité y. D’ailleurs, il a été démontré que la trypsine aurait la capacité de
transformer correctement le précurseur du NGF-f3.2425
Pour ce qui est de la sous-unité u, elle est synthétisée à partir du gène mGK-4.20 Elle a
un point isoélectrique allant de 4.1 à 4.6, la rendant la plus acide des trois sous-unités.
On connaît quatre formes différentes de sous-unité u qui ont toutes le même site de
liaison à la sous-unité 3. La sous-unité u a une très grande homologie avec la sous-
unité y et fait aussi partie de la famille des kallikréines, mais n’a pour sa part aucune
activité enzymatique, probablement à cause de la variance dans sa séquence d’acide
aminés en N-terminal26 par rapport à celle retrouvée dans la sous-unité y. On ne
connaît pas précisément la fonction de cette sous-unité, par contre, on lui confère un
rôle commun avec la sous-unité ‘y de protection du Ç3-NGF contre une dégradation
protéoÏytique27’ 2$, 29, ainsi qu’un rôle de régulateur des activités biologiques du
complexe 7S. Elle est, tout comme la sous-unité y, glycosylée. Elle se lierait pour sa
part à l’extrémité N-terminal du NGF.
En plus du complexe NGF à haut poids moléculaire (7S), on peut retrouver d’autres
formes de NGf avec des coefficients de sédimentation différents, tels que le 4.3S (de
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composition inconnu jusqu’à présent) ainsi que le 2.55 (quasi-identique au f3-NGf,
C avec de légères différences en C- et N-terminal;30 isolé de la dissociation du complexe
7S à la fin de la procédure de purification).
1.5.1.2 Récepteurs au NGf 1rkA’
TrkA est un membre de la famille des récepteurs à tyrosine kinase avec TrkB, TrkC et
TrkE qui lie préférentiellement le NGf. Il s’agit d’une protéine transmembranaire de
Type I, comprenant 5 domaines extracellulaires (deux régions riches en cystéine
(domaines 1 et 3) séparés par une région riche en leucine (domaine 2), suivi par deux
domaines IgG-like (domaines 4 et 5) dans la région juxtamembranaire), un domaine
transmembranaire, et deux domaines intracellulaires (un domaine kinase et une queue
C-terminale). C’est le domaine extracellulaire 5 qui serait responsable de la liaison
aux neurotrophines tandis qu’on attribuerait un rôle de modulateur de l’interaction
ligands-récepteurs au domaine 2. Sa liaison avec une molécule de NGf entraîne la
dimérisation des récepteurs, suivi de leur activation par l’autophosphorylation des
résidus tyrosines Tyr490, Tyr670, Tyr674 Tyr675, Tyr75’ et Tyr785 du domaine
cytoplasmique de chacun des récepteurs, activant par la suite plusieurs molécules
impliquées dans différentes cascades de signalisation. Trois grandes voies de
signalisation sont activées par Trk-A et jouent un rôle important dans la survie, la





Figure 1.2 : Voie de signalisation des récepteurs Trk (extrait de Réf. #31)
Figure 1.2 Schéma illustrant les voies signalétiques médiées par les récepteurs Trk.
La liaison des neurotrophines aux récepteurs Trk entraîne le recrutement de protéines qui auront des
interactions avec les résidus phosphotyrosines du domaine cytoplasmique des récepteurs Trk. Ces interactions
entraîneront l’activation de la cascade signalétique, incluant la voie de Ras, de phosphatidylinositol-3-kinase
(P13-K) et de phospholipase C (PLC)-i, et ultimement résultera en l’expression de plusieurs gènes, en
l’activation de la survie neuronale ainsi que de la croissance des neuntes. La nomenclature pour les résidus
tyrosines du domaine cytoplasmique du récepteur Trk est basée sur la séquence humaine de TrkA. Dans ce
diagramme, les protéines adapteurs sont rouges, les kinases sont vertes, les petites protéines G sont bleues et
les facteurs transcriptionnels sont jaunes.
1.5.1.2.1 Signalisation de : la voie de Ras
Cette voie régulerait la survie et la différenciation neuronale grâce à l’activation des
voies MAPK / ERK. En effet, la phosphorylation de la Tyr49° entraîne le recrutement
et la phosphorylation de la protéine $hc, puis du complexe protéinique Grb-2 et $0$,
activant conséquemment la protéine Ras. Elle stimulera pour sa part la voie de P13-K,
celle de p38MAPK / MAPKAP-2 ainsi que celle de c-raf / ERK. L’activation
subséquente de Rsk (p90 ribosomal $6 kinase) et la phosphorylation de CREB par






1.5.1.2.2 Signalisation de TrkA’ : la voie de P13-K
Cette voie serait la voie principale impliquée dans la survie des neurones. Elle serait
activée de manière dépendante (voie majeure) et indépendante de Ras (via Gab-l).
L’activation de P13-K entraînerait le recrutement à la membrane de PDK-l et -2
responsables de la phosphorylation de la protéine kinase Akt / PKB qui est
directement impliquée dans la survie neuronale par son action directe sur plusieurs
substrats (Bd-2, Caspase-9, 1KB kinase, GSK-3f3 ainsi que plusieurs membres de la
famille des facteurs de transcription forkhead) bloquant conséquemment la voie
principale de Ï’apoptose neuronale, JNK / p53 / Bax.’3’ 31,32
1.5.1.2.3 Signalisation de TrkA FI? : la voie de PLC-’
On doit l’activation de la PLC-’y à sa phosphorylation causée par le résidu Tyr785
phosphorylé situé à l’extrémité C-terminale du récepteur. L’enzyme active
hydrolysera ensuite le phosphatidyl inositide en inositof triphosphate (1P3) et en
diacylglycérol (DAG). Cette réaction produira par la suite une augmentation du
calcium intracellulaire causée par l’1P3 ainsi qu’une activation de PKOE par le DAG,
qui est pour sa part impliqué directement dans la croissance des neurites et dans
l’activation de la cascade de ERK. Par contre, cette voie ne serait pas la seule à jouer
ce rôle, car une mutation au niveau du résidu Tyr785 ne bloque pas ce phénomène.
En plus de l’activation de ces voies, les neurotrophines induiraient un réarrangement
rapide du cytosqueÏette de la cellule via le récepteur TrkA. Cette réorganisation serait
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principalement causée par une petite protéine G de la famille des Cdc-42 / Rac / Rho,
qui régulerait la polymérisation de l’actine-f.
Il a été démontré par plusieurs groupes qu’une fois le NGF lié au récepteur TrkA, le
complexe serait internalisé dans la cellule par endocytose.33’ , il a également été
démontré dans les cellules PCÏ2 que l’intemalisation serait effectuée via un
mécanisme dépendant de la clathrine.36’ Cette internalisation déterminerait les voies
de signalisation qui seront activées. En effet, les voies responsables de la
différenciation cellulaire (voie de FRS-2 par Crk pour l’activation à long terme de la
voie de MAPK ainsi que l’activation de B-raf et de la cascade ERK) seraient
dépendantes de l’intemalisation du complexe NGf-TrkA, sans quoi la différenciation
n’aura pas lieu.31 P13-.K semblerait être grandement impliqué dans ce processus
d’endocytose, puisque des inhibiteurs spécifiques réduiraient le transport rétrograde
des complexes NGf-TrkA et affecteraient du même coup plusieurs voies de
signalisation intracellulaires activées par le récepteur.
Plusieurs groupes suggèrent qu’il y aurait des récepteurs au NGF non seulement dans
la membrane cytoplasmique, mais également dans la membrane nucléaire,38’ 39 mais il
s’agit d’une hypothèse controversée.40 Par contre, les rôles exacts de ces récepteurs ne
sont pas bien connus. Il a également été suggéré qu’il pourrait y avoir transiocation
directe du complexe NGF-TrkA de la membrane cytoplasmique vers le noyau, afin
d’y initier une cascade de signalisation (dans le cas actuel p42/p44 MAPK).41
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1.5.1.3 Récepteurs au NGf 75NT1
Le récepteur p75 est un des 25 membres de la superfamille des récepteurs TNf grâce
à sa région riche en cystéine au niveau de son domaine extracellulaire. II lie tous les
neurotrophines de manière non-spécifique avec approximativement la même affinité.
Sa liaison avec le NGf mature et précurseur est de faible affinité (Kd lO1), d’où son
nom de récepteur NGf de basse affinité (low affinity NGF receptor). Contrairement
aux autres membres de récepteurs TNf, le p75 tend à se dimériser plutôt qu’à se
trimériser, à cause de sa tendance à agir comme co-récepteur de la tyrosine kinase.
Son domaine extracellulaire est composé de quatre domaines de six cystéines (CRD1-
4), chacun relié par trois intrachafnes de ponts disulfures. L’interaction avec les
neurotrophines se ferait au niveau du CRD3. Ce récepteur n’a pas d’activité
enzymatique intrinsèque. En effet, son domaine intracellulaire est formé d’un Death
Domain (DD) qui serait impliqué dans la cascade pro-apoptotique,13 où se lie
plusieurs protéines adapteurs impliquées dans les voies de signalisation suivantes
TRAFs (TNFR-associated factors), JNK, NF-KB, et Src.
Ce récepteur serait principalement exprimé pendant le développement dans la majorité
des cellules du système nerveux central ($NC), mais son expression serait ensuite
limitée à quelques structures spécifiques du cerveau. On voit également son
expression dans les premiers stades de développement du système nerveux sensoriel et
autonome, expression qui est maintenue dans les fibres sympathiques et les neurones
sensoriels. On retrouve également la présence de ce récepteur dans plusieurs types de
cellules non-neuronales, telles que dans les cellules mésenchymateuses impliquées
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dans le développement de plusieurs organes (reins, dents, poumons, muscles, rétine,
Ç glande surrénale, kératinocytes, mélanocytes, cellules stellaires du foie, etc.).’3 Il est
également possible de voir son expression dans des cellules qui n’exprimaient pas le
récepteur initialement, suite à une blessure. Par exemple, les oligodendrocytes
exprimeront ce récepteur suite à une blessure de la colonne vertébrale, de même que
les cellules de $chwann après une section nerveuse.13
Le récepteur p75 joue deux grandes fonctions physiologiques: il module l’activité du
récepteur Trk, et initie les cascades qui régulent la survie cellulaire et l’apoptose. Tout
comme les récepteurs Trk, le complexe ligand-récepteur p75 doit être intemalisé dans
la cellule pour effectuer ses actions.
1.5.1.3.1 Rôle dep75NTi? : modulation de l’activité de TrkA
En premier lieu, on sait que chacun des récepteurs a la capacité de lier le NGF. Il a été
démontré que la co-expression des deux récepteurs entraîne la formation d’un site de
liaison au NGf de très haute affinité. En effet, le taux de liaison du NGf au récepteur
TrkA augmente de 25 fois lorsqu’il est co-exprimé avec p75.42 Il existe deux
hypothèses pour expliquer ce phénomène: tout d’abord, 75T\1T1 agirait comme co
récepteur qui lierait le NGf et le concentrerait dans une région, ou le présenterait au
récepteur à tyrosine kinase dans une conformation favorable à sa liaison. Dans ce cas,
la liaison du NGf au p75 serait essentielle pour faciliter l’activation de TrkA en
réponse à de très faible concentration de NGF. En deuxième lieu, on suggère que p75
C
27
aurait des effets allostériques sur TrkA, formant alors des sites de haute affinité pour
NGf, favorisant par le fait même sa liaison.’3 Ce serait les domaines
transmembranaires et intracellulaires qui seraient responsables de la formation de ces
sites, puisqu’il a été démontré que des récepteurs p75 mutant au niveau du domaine
extracellulaire produiraient quand même les changements allostériques de TrkA.43
Dans cette seconde hypothèse, la liaison du NGf au p75 n’est pas requise pour
augmenter l’affinité de TrkA pour son substrat.
Il a été démontré dans les cellules PCÏ2 que les deux types de récepteurs TrkA et p75
seraient localisés au niveau des cavéoles, région membranaire spécialisée où les
molécules impliquées dans les voies de signalisation se concentrent. En effet, il y
aurait un lien direct entre les deux types de récepteurs et la cavéolin-l, une
composante des cavéoles.44 Il est possible que cette dernière molécule stimule la
formation du complexe récepteur-ligand.
Les mécanismes d’action de p75 ne sont pas encore très bien connus. On sait que dans
les cellules qui co-expriment les deux récepteurs, la survie cellulaire médiée par TrkA
semble être le signal dominant qui bloquerait la voie de l’apoptose médiée par p75. Ce
serait, dans ce cas, la voie de P13-K activée par TrkA qui bloquerait la production de
céramide par p75.
Deux voies sont utilisées par p75 pour causer la mort cellulaire: il y a la signalisation
pro-apoptotique de 75NT1 et l’inhibition de l’activité de survie cellulaire produite par
TrkA d’une manière dépendante de p751”T’. Ces deux voies sont généralement




Les principales voies empruntées par p75 pour causer la survie cellulaire et l’apoptose
sont les suivantes : activation de NFiB, activation de la voie Jun Kinase et la
production de céramide via l’activation de sphingomyélinase (réf figure 1.3)
Figure 1.3 : Voie de signalisation des récepteurs p75 (extrait de Réf. #31)
1.5.1.3.2 Signalisation dep7S1VT: ta voie de NfixB
Cette voie promouvoit la survie cellulaire. La liaison de n’importe quelles







Figure 1.3 Schéma illustrant les voies de transduction signalétiques médiées par le récepteur p75NTR
P75NTR interagit avec des protéines, incluant TRAF6, RhoA, NRAGE (neurotrophin receptor-interacting
MAGE homologue), SC-1, et NRIF, et régule l’expression génique, le cycle cellulaire, l’apoptose, les
réponses mitogéniques et la motilité du cône de croissance. La liaison des neurotrophines au p75NTR peut
également engendrer une activation de la voie des Jun kinases, qui peut être inhibée par l’activation de la voie
des Ras-phosphatidylinositol-3-kinases (P13-K) par les récepteurs Trk. Dans ce diagramme, les protéines
adapteurs sont rouges, les kinases sont vertes, les petites protéines G sont bleues et les facteurs
transcriptionnels sont jaunes.
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NIK (NfKB-interacting kinase), qui ira à son tour phosphoryler IKK (inhibitor of 1KB
kinase), ce qui permettra la phosphorylation de 1KB. Cette dernière permettra la
relâche et la transiocation au noyau de NfKB qui régulera la survie cellulaire.31
1.5.1.3.3 Signalisation dep75Tlt: la voie mn kinase
Cette voie est impliquée dans la régulation de l’apoptose. Le récepteur p75 va activer
la voie INK-p53-Bax d’une manière encore inconnue.31’ 32 Ce sont les taux
intracellulaires de p53 qui seraient déterminants dans le déclenchement de l’apoptose.
Cette voie est inhibée par Ras et P13-KlAkt provenant de l’activation du récepteur
TrkA. L’activation supplémentaire de Cdc-42 par la cascade Jun kinase entraînera
l’activation subséquente de ASK-1 (apoptosis signal-regulating kinase-1) encore une
fois impliquée dans la mort cellulaire.
1.5.1.3.4 Signalisation dep75NTlt: ta voie des céramides
L’activation du récepteur p75 entraînera l’activation de la sphingomyélinase acide,
résultant en la génération de céramides. Ces derniers promeuvent la voie de
l’apoptose, mais ont également été impliqués dans le contrôle de réponses
mitogéniques par leur contrôle de plusieurs voies de signalisation. En effet, les
céramides inhibent la voie de ERX en se liant au Raf causant des complexes Ras-Raf
inactifs. Ils sont également responsables de l’inhibition de la voie de P13-K de
manière directe45 et également de manière indirecte,46 via la modification de
30
l’association de PT3-K au récepteur TrkA par une modification de l’expression de la
Ç cavéolin-l.3’
Un autre rôle du complexe neurotrophine-p75 a été démontré dans le contrôle du
cytosquelette. En effet, la liaison du ligand à son récepteur augmenterait directement
la croissance des neurites. Il a été démontré que chez des embryons déficients en p75,
les neurones sensoriels et moteurs s’étendraient moins vite vers leurs cibles par
rapport aux contrôles.47’48 En absence de neurotrophines, p75 active RhoA de manière
tonique, réduisant la motilité des cônes de croissances. C’est grâce à la liaison des
neurotrophines au récepteur que l’activation de RhoA est bloquée et que l’inhibition
sur les cônes de croissances est enlevée. La présence de p75 serait également
impliquée dans le transport rétrograde de NGf, BDNf et NT-4, et une réduction dans
le transport rétrograde résulterait en une diminution de la croissance des neurites et de
la survie cellulaire.
Plusieurs autres protéines se lient au récepteur p75 et sont décrites comme étant des
protéines adaptatrices. NRIf (neurotrophin receptor interacting factor) est connu pour
interagir avec les domaines juxtamembranaire et death domain (DD) du récepteur p75.
On ne connaît pas très bien de quelle manière cette protéine serait impliquée dans le
processus de mort cellulaire, mais son implication dans l’apoptose des neurones
durant le développement à été démontré. On ne sait pas si sa liaison au récepteur est
dépendante ou non des neurotrophines. Une autre protéine nommée NRAGE
(neurotrophin receptor-interacting MAGE (melanoma-associated antigen) homologue)
C
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a été reconnue pour s’associer avec 75NTR et ainsi prévenir sa dimérisation avec
C Tr. Ceci aura pour effet de stopper le cycle cellulaire et stimuler l’apoptose. SC-l
est également une protéine qui se lie avec le récepteur, et qui est ensuite redistribuée
du cytoplasme vers le noyau pour stopper la croissance cellulaire. Plusieurs
mécanismes restent encore à caractériser en ce qui a trait aux différentes voies
impliquées dans la signalisation du récepteur p75.
On a vu que p75 jouait un rôle important dans la modulation de l’activité du récepteur
TrkA, mais il existe aussi une régularité réciproque entre ces deux récepteurs. En
effet, la présence de p75 est favorable à l’activité de TrkA, mais le contraire n’est pas
vrai. Les neurotrophines sont beaucoup plus efficaces à induire l’apoptose via les
récepteurs p75 en absence de récepteurs TrkA. L’activation de TrkA supprime la voie
de Jun kinase, qui joue un rôle important dans le déclenchement de l’apoptose. TrkA
activé abolirait également l’hydrolyse de la sphingomyéline, et du même coup la
formation de céramide. Par contre, la signalisation de Trk n’inhibera pas l’induction
de la cascade de NFiB par p75. Au contraire, son activation aura une contribution
synergique avec celle de TrkA dans le processus de survie cellulaire.
1.5.1.4 Sources de NGF
La source exocrine de NGF la plus étudiée est la glande salivaire sous-maxillaire de
souris mâles. En effet, ces derniers vont produire une très grande quantité de NGF
dans la salive lors de combats avec d’autres mâles, suggérant que le NGf serait
important comme moyen de défense de celle espèce.49 D’autres sources exocrines de
C’
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NGF ont été identifiées le venin de serpent ,5053 la prostate des cobayes,4’ le
sperme et les vésicules séminales de taureaux,56’ 57 ainsi que les glandes sous-
maxillaires de rat africain Mastomys natatensis.58’ Il existe plusieurs autres sources
endocrines de NGF, mais les quantités produites sont beaucoup plus petites. Cette
source peut provenir des fibroblastes, des cellules musculaires lisses, des
macrophages, des cellules gliales, des kératinocytes, des adipocytes, des cellules de
Schwann, ainsi que des cellules sarcomateuses S-1
On retrouve une excellente conservation dans la séquence du NGf entre les
différentes espèces, contrastant avec la faible réactivité immunologique croisée. Ceci
serait causé principalement par de petites variances de résidus situés au niveau de sites
antigéniques spécifiques.60’6’
1.5.1.5 Biosynthèse duNGF
La synthèse du complexe 75 faite dans la glande sous-maxillaire de souris à lieu
principalement dans les cellules du tubule granulaire convoluté. Elle est
principalement induite chez cette espèce par les androgènes,62 ce qui implique une
plus grande production chez le mâle par rapport à la femelle. La production est
également induite chez cette espèce par la thyroxine. Il a été démontré que cette
induction par les androgènes n’était pas retrouvée dans les autres tissus non
reproducteurs de la souris, ainsi que dans les tissus des autres espèces.24 La production
de NGF peut également être régulée par la croissance, ainsi que par des blessures
.5-’
tissulaires. La quantité de NGF retrouvée au niveau tissulaire est une conséquence du
C niveau de transcription.
Le gène du f3-NGF de souris est situé sur le 3e chromosome, tandis que celui de
l’humain est situé sur le petit bras du chromosome 1. On retrouve une seule copie de
ce gène, qui est composé de 5 exons séparés par 4 introns. Chez la souris, il a été
démontré qu’il y avait deux ARNm majeurs (un long (A) et un court (B)) et deux
ARNm mineurs (similaires aux ARNm majeurs; C long et D court) du 13-NGf,
résultant d’un épissage alternatif différent de l’ARNm.63’ 64 Les deux précurseurs A et
B ont la même séquence en 3’, mais différent au niveau de leur extrémité 5’, ce qui
leur confère des poids moléculaires différents, soit 34 et 27 kDa respectivement. Le
transcrit C est similaire au A, mais dérive d’un promoteur différent situé en amont du
premier, et le transcrit D est similaire au B, mais à un intron en moins. Ces deux
ARNm mineurs représentent moins de 1% des ARNm de NGF dans la glande sous-
maxillaire, et 5-10% au niveau du cortex et du coeur, et sont quasi-indétectables dans
les autres tissus.
Ces précurseurs sont considérés comme étant des pré-pro NGf. Ils seront par la suite
traduits en précurseurs pro-NGf et subiront finalement une dernière modification aux
extrémités N- et C-terminal pour former la protéine mature à 13.2 kDa.24 On connaît
trois sites potentiels de glycosylation deux à l’extrémité N-terminal des pro-NGf et
un au niveau de la protéine mature, mais ce dernier n’est que partiellement utilisé.6
Une série de précurseurs ont été identifiés dans différents types cellulaires et sont
C
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présenté au Tableau 1.3. On y retrouve une très grande variété dans les poids
moléculaires intermédiaires, tout dépendant du degré de maturation du peptide, ainsi
que de l’espèce chez laquelle il a été découvert.
Tableau 1.3 : Différentes formes de NGF
PM Peptide Références
73 prepro-NGf 66; 67
60 prepro-NGf 66; 67; 68
53 prepro-NGf modifié 66; 67; 69
42.5 Pro-NGF 70
39 Pro-NGF 70
35 Long précurseur (prepro) 70; 71; 73; 74
34 Long précurseur (prepro) 24; 25
32 Pro-NGF 24; 68; 75
30-31 Long précurseur (prepro) 72; 74; 76
28 Petit précurseur (prepro) 74
27 Petit précurseur (prepro) 24; 25; 73
25 Pro-NGf 24
24 Petit précurseur (prepro) 72
23 Pro-NGF partiellement maturé 66




13 mature 68; 75
12.5 mature 71
12 Petit précurseur (prepro à 24 kDa) sans la fraction f3 72
1.5.1.6.1 Rôles du NGf ait niveau neuronal
Le rôle le plus connu de ce facteur est celui de stimuler la survie et la différenciation
des neurones sympathiques au stade embryonnaire. En effet, il a été démontré que le
NGF est synthétisé en quantité limitée par les tissus cibles des neurones sympathiques
pendant une phase critique du développement embryonnaire.77 Les quantités





neurones sympathiques embryonnaires survivra, bien qu’ils aient tous atteint les
C organes cibles.
Le NGf n’agit pas seulement sur les neurones sympathiques, mais également sur les
neurones nociceptifs (fibres C et M : touché et douleur) et corticaux (mémoire). Il n’a
par contre aucun effet sur les motoneurones, les neurones parasympathiques ainsi que
sur la quasi-totalité des neurones centraux.
En revanche, les neurones adultes ne seraient plus (ou beaucoup moins) sensibles au
NGf.96 Ceci implique que ces cellules requièrent la présence de ce facteur à une phase
bien précise et critique du développement, sans quoi, en absence de NGf, la
conséquence serait fatale. Par contre, il a été démontré par plusieurs groupes que tous
les neurones dépendraient d’un support trophique venant de leurs tissus cibles, non
seulement durant le développement, mais également dans le système nerveux adulte.31
Outre la présence ou l’absence de ce facteur, les quantités sécrétées sont très
importantes dans la distribution des fonctions des différents neurones. En effet, au
niveau des fibres sensitives, une trop faible synthèse de NGF peut modifier les
propriétés des fibre M. Ces fibres vont normalement répondrent à une stimulation
mécanique à un haut seuil de stimulation. Une déficience postnatale en NGF
entraînera une diminution dans le seuil de sensibilité de ces fibres, qui répondront à de
plus faible stimulation mécaniques (touché) plutôt qu’à la douleur. D’un autre côté,
une trop grande synthèse en NGf (par exemple lors de l’insertion du gène NGF dans
le promoteur du gène de kératine-14 de la peau) résultera en une plus grande survie
des fibres M et C (de 65% à 97% pour ce qui est des fibres M et de 42% à 96% en ce
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qui a trait aux fibres C), impliquant une diminution de la sensibilité aux stimuli
mécaniques et une augmentation de la sensibilité aux stimuli thermiques.3’
D’un autre côté, le NGf peut jouer un rôle chemoaftractif ou chemorépulsif. Ces
propriétés dépendent principalement des niveaux d’AMPc produit grâce à la cascade
P13-kinase.78 Les haut taux d’AMPc stimuleraient l’avancement des cônes de
croissances des neurones sympathiques tandis que les inhibiteurs de la cascade
d’AMPc et/ou de P13-K agiraient plus comme chemorépulsifs. Ceci aura des
implications dans le contrôle du développement des fibres vers les organes cibles.
1.5.1.6.2 Rôles de NGf dans l’inflammation
Plusieurs études ont démontré qu’un débalancement de NGf pourrait également jouer
un rôle dans l’inflammation neurogénique. En effet, plusieurs maladies
inflammatoires démontrent des taux de synthèse de NGf beaucoup plus importants
par rapport aux niveaux basaux. Ceci a été démontré dans les liquides synoviaux chez
des patients souffrant d’arthrite rhumatoïde ou d’autres arthropathies
inflammatoires,79 mais également dans les cellules musculaires lisses bronchiales8°
impliquées dans l’asthme. Il a également été démontré que les taux plasmatiques de
NGF peuvent être influencés par plusieurs maladies auto-immunes, troubles
inflammatoires et fibrotiques et semblent être impliqués dans l’hyperalgésie.8’
Plusieurs cellules immunitaires sont reconnues pour produire, relâcher et être
influencées par le NGf les mastocytes ont été les premières cellules non-neuronalesç
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identifiées, suivi des basophiles, des lymphocytes B et T, des monocytes/macrophages
C et finalement tout récemment des éosinophiles (cellules clés impliquées dans les
allergies). En plus de ces cellules, deux types cellulaires du tissus conjonctif auraient
les mêmes propriétés: les fibroblastes et les kérationcytes.’°’ Les effets autocrines et
paracrines du NGF sur ces cellules ont de très grandes implications dans
l’inflammation allergique, dans le développement de la fibrose, dans la guérison
tissulaire, ainsi que dans l’angiogénêse retrouvée dans les lésions tissulaires. En effet,
en plus de stimuler sa propre production, le NGF potentialiserait la synthèse et
l’excrétion de plusieurs autres médiateurs chimiques, de même que l’expression des
récepteurs respectifs.
1.5.1.6.3 Rôles de NGf dans tafibrose, la guérison tissulaire et t’angiogénèse
Le rôle direct du NGF dans la fibrose et la guérison tissulaire est de mieux en mieux
défini grâce aux études de Kohyama et al.82, et de Micera et al.83 (voir fig. 1.4). De
faibles concentrations de NGF stimuleraient principalement la migration des
fibroblastes du site lésé grâce à ses récepteurs TrkA, mais n’auraient que peu d’effets
quant à la prolifération des fibroblastes, à la production de collagène ainsi qu’à la
production ou activation de métalloprotéinases. Le NGF stimulerait également la
transformation des fibroblastes en myofibroblastes et induirait l’expression de la
protéine SMA dans ces dernières, favorisant la contraction de la plaie.82’ 83, 84 Ces
résultats ont été obtenus dans les fibroblastes de la peau ainsi que dans ceux retrouvés
dans les poumons. Son implication serait plus importante au début et à la fin du
processus de réparation tissulaire. En effet, une exposition persistante au NGf
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induirait l’expression des récepteurs à faibles affinités p75, qui seraient impliqués
Ç dans l’apoptose des myofibroblastes, mettant ainsi fin au processus de guérison
tissulaire. De plus, d’autres études ont démontré que le NGF tendrait à augmenter le
degré dc réépithélialisation, l’épaisseur du tissu de granulation, ainsi que la densité de
la MEC.85
Figure 1.4 Implication du NGF dans la réparation tissulaire NGF et fibroblastes







Le NGf aurait une autre implication dans le processus de guérison tissulaire: sa
participation dans le phénomène d’angiogénèse en tant que modulateur a été
démontrée par plusieurs études. L’ischémie causée par une blessure conduirait à
l’augmentation de l’expression du NGf ainsi que des récepteurs TrkA qui auraient
une action directe sur les cellules endothéliales (voir fig. 1.5). Le NGF aurait donc un
effet mitogénique direct sur l’endothélium, stimulant la prolifération et la migration de
ces cellules endothéliales impliquées dans la formation de néo-vaisseaux.86 Il serait
également impliqué dans la relâche de VEGf, potentialisant une action stimulatrice
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supplémentaire sur le phénomène d’angiogénèse. De plus, il aurait des actions
indirectes sur la néovascularisation via un mécanisme dépendante de la voie VEGF
Akt-NO.87
Figure 1.5: Implication du NGF dans la réparation tissulaire: NGF et cellules






1.5.2 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
Ce facteur neurotrophique est comparable en plusieurs points au NGf, tant au niveau
de sa structure, sa synthèse, sa relâche, que de plusieurs de ses rôles. La figure 1.6
montre la structure du gène et de la protéine BDNf. Elle est, tout comme le NGf,
synthétisée sous la forme de précurseur pré-pro, qui sera ensuite transformé, suivant
une série de glycosylations dans les vésicules qui le transporte, en sa forme mature
avant d’être sécrété (figure Il est également sécrété via des vésicules suite à une
entrée calcique, mais en plus d’être libéré au niveau de la terminaison axonale, il est






la régulation de la survie et la différenciation des neurones du SNC et SNP.88 De plus,
C le BDNF joue un rôle particulièrement important dans la plasticité synaptique à long
terme (LTP).88 Tout comme le NGF, le BDNF peut être synthétisé et sécrété par des
cellules non neuronales, telles que les astrocytes. Ses récepteurs font également partie
de la famille des récepteurs à tyrosine kinase, et sont appelés TrkB. Le BDNf peut
également lier le récepteur à faible affinité p75.88
Figure 1.6: Structure du gène et de la protéine BDNF (extrait de Réf #$X)
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Fig.l.6. Structure de la protéine et du gêne BDNF de rat. (A) Chacun des quatre exons 5’ (1-1V) inclue leur propre
promoteur, et est combiné avec l’exon 3’ (V) pour formé un ARNm codant pour un pré-pro-BDNF. La partie blanche de
l’exon V représente un Site de séparation alternative, donnant naissance à deux différents ARNm provenant de chacun des
quatre ARNm. Chacun dc ces ARNm est spécifique â un tissu et est régulé différemment durant le développement (voir
Timmusk et al., 1994, 1995). La portion grise de l’exon V code pour la protéine pré-pro-BDNF. (C et D) Structure primaire
et séquence de la protéine BDNF. La pré-séquence (l8aa, noir) est coupée immédiatement après la séquestration de la
protéine naissante dans le RE. Le BDNf mature (noir) est excisé du précurseur pro-BDNf par l’action de convertases
spécifiques résidentes dans les RTG (réseau trans-Golgi) ou dans les granules sécrétoires immatures (voir texte). N123
indique un site potentiel de glycosylation.
o
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Figure 1.7: Synthèse, stockage et sécrétion du BDNF (extrait de Réf #88)
Synthesfs, stotage, and release of neuretrophins
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Figure 1.7. Route empruntée par le BDNF de la synthèse à la sécrétion. L’ARNm du BDNF est traduite des ribosomes (gris
pâle) du RE rugueux et les précurseurs protéiniques (pré-pro) sont séquestrés dans le RE (symboles noirs). Le BDNE est
ensuite dirigé dans le Golgi, puis dans le réseau trans-Golgi (TGN; trans-Golgi network) dans des vésicules. Les protéines
convertases (PCs) résidentes dans le TON couperont les pro-séquences, et le BDNF mature sera dirigé dans les vésicules
constitutivement relarguées. De manière aléatoire, du pro-BDNf sortira du TON dans des granules sécrétoires immatures
(blanc) contenant une variété distincte de protéines convertases. Le BDNf mature contenu dans les granules sécrétoires sera
dirigé vers la membrase plasmique et sera éventuellement relâché (vor texte).
1.6 Neurones et cellules gliales
Deux grands systèmes de contrôle règnent chez les vertébrés le SNC et le SNP. Deux
principales classes de cellules sont retrouvées dans ces systèmes : les neurones et les
cellules gliales. Puisque ces grands systèmes sont omniprésents dans tout le corps, il
est important de considérer leurs rôles dans la guérison tissulaire. Voici donc une
brève description des types cellulaires formant ces systèmes, en plus de leurs




Les neurones forment une famille de cellules hétérogènes tant au niveau de la
morphologie que de la fonction. Une première classification peut d’abord être faite
selon le nombre de leurs neurites : il y a donc les neurones unipolaires (un seule
neurite), bipolaire (deux neurites) ou multipolaire (plus de trois neurites). La majorité
des neurones sont multipolaires. On peut également classer ces cellules selon leurs
dendrites, c’est-à-dire la forme donnée à la cellule selon son arbre dendritique:
cellules pyramidales versus cellules en étoile. On peut également considérer ou non la
présence d’épines sur les dendrites : épineux ou non-épineux. Enfin, sa classification
peut se faire selon sa connectivité, la longueur de son axone, selon ses
neurotransmetteurs, etc.
On retrouve plusieurs propriétés qui sont singulières aux neurones. Toutes ces cellules
sont excitables, polaires (ses extrémités ont une organisation et une fonction
particulière en ce qui a trait à la transmission de l’information), et ont un métabolisme
particulier (la molécule énergétique exclusive du neurone est le glucose). De plus, ces
cellules ont été considérées longtemps comme n’ayant plus la capacité de se diviser,
dû à l’incapacité de retourner dans la phase Gi du cycle mitotique cellulaire. On remet
de plus en plus en doute cette dernière affirmation de nos jours.
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1.6.1.1 Marqueurs propres aux neurones
Les neurones possèdent des caractéristiques propres qui les distinguent des autres
cellules des SNC et $NP. Voyons quelques marqueurs spécifiques des cellules
neuronales.
Neurofitaments
Les neurofilaments font partis de la classe des filaments intermédiaires de type IV
constituant le cytosquelette des cellules eukaryotiques. Ce sont des structures
allongées de $ à 10 im-i de diamètre abondantes dans le cytoplasme et dans l’axone,
mais absentes des épines dendritiques. Ce sont des polymères composés de trois sous-
unités protéiques (éventuellement phosphorylées). Ces filaments forment les faisceaux
rigides qui assurent l’armature de l’axone. On connaît trois types de neurofilaments
Neurofilament-L (6$ kDa), Neurofilament-M (145-160 kDa) et NeurofiÏaments-H
(200 kDa).’47 Ces filaments intermédiaires sont retrouvés dans les neurones matures
en plus de les retrouvés dans les cellules de phéochromocytomes (PC 12).’’ 178
Peripherin
Cette protéine de 57 kDa forme un des membres des filaments intermédiaires de type
III avec la vimentin, la desmin et la protéine fibrillaire acide gliale (GfAP). Ces
protéines peuvent former des homo- et des hétéropolymères. En ce qui concerne la
peripherin, ces filaments s’étendent de la périphérie de la cellule vers le noyau et
forme des points d’encrages entre la matrice nucléaire, les microfilaments d’actine et
la MEC.899° La peripherin a tout d’abord été identifiée chez les neuroblastomes, puis
chez les cellules de phéochromocytome (PC 12), pour enfin avoir été identifiée au
niveau d’une variété de neurone du SNp919’ 177 Des études plus récentes ont
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également démontré sa présence dans le $NC durant le développement et au niveauÇ adulte.9394’ 177 En effet, on retrouverait cette protéine dans de petits neurones des
ganglions sympathiques et sensoriels, mais également dans la racine ventrale
cervicale, dans le ganglion du nerf crânien, et dans le système nerveux entérique.
Certains neurones corticaux, hippocampaux et cérébelleux peuvent exprimer la
peripherin.
GAP-43
Cette protéine associée à la croissance (de poids moléculaire de 43-57 kDa) est une
phosphoprotéine intracellulaire associée à la membrane plasmique et retrouvée
exclusivement dans le SNP et SNC.’49 Il s’agit de la protéine majeure impliquée dans
la croissance des cônes axonaux et dans certaines terminaisons synaptiques. Cette
protéine est par contre absente des cônes de croissance dendritiques.’5°
1.6.2 Cellules gliales
Une définition générale retrouvée dans la littérature qualifie les cellules gliales de
cellules accessoires aux neurones, jouant des rôles secondaires dans le cerveau. Ces
cellules sont en fait très peu connues et, de nos jours, la recherche tend à leur conférer
une implication beaucoup plus importante dans le traitement de l’information dans le
cerveau. Ce groupe comprend quatre types de cellules : les astrocytes, les
oligodendrocytes, les microglies et les cellules de $chwann. On retrouve également




cellules épendymaires. Les cellules de $chwann sont retrouvées uniquement dans le
SNP, et sont l’équivalent des oligodendrocytes du SNC. Par contre, on retrouve les
autres cellules gliales en association avec les nerfs périphériques en plus de les
retrouver dans le SNC. Elle sont nommées cellules satellites dans le SNP. Voyons
plus en détail chacun de ces groupes de cellules.
1.6.2.1 Les astrocytes
Ce sont les cellules gliales les plus nombreuses retrouvées dans le cerveau (40% de la
population cellulaire totale). Ces cellules auraient pour rôle de réguler la composition
du milieu extracellulaire des neurones. En effet, ces cellules combleraient la majorité
de l’espace retrouvé entre les neurones, servant tout d’abord de charpente à ces
derniers durant le développement, mais formeraient également une sorte d’enveloppe
autour des jonctions synaptiques, leur permettant de limiter l’espace de diffusion des
neurotransmetteurs libérés et ainsi de réguler leur concentration. Ces cellules
seraient également impliquées dans l’établissement de la barrière hématoencéphalique
via ses influences sur les petits vaisseaux sanguins. Elles joueraient également un rôle
dans la guérison et la cicatrisation des tissus cérébraux lors de blessures (sécrétion de
cytokines pro- et anti-inflammatoire; présentation antigénique intracérébrale), ainsi
que dans la recapture du surplus potassique lors de suractivité cérébrale, afin de
maintenir les concentrations ioniques extracellulaires du cerveau.9597 En plus de ces
fonctions, les astrocytes exerceraient des effets neuroprotecteurs grâce à leur synthèse
de facteurs neurotrophiques: NGf, BDNF et GDNF. D’autre part, elles
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synthétiseraient aussi des facteurs de survie pour les oligodendrocytes, comme le
Ç PDGF, le LIF, le CNTF, le b-FGf, l’IGF et la NT-3.
Les cellules du lignage astroglial sont, avec les neurones, les premières cellules à se
différencier à partir de cellules souches pluripotentes issues de l’épithélium germinatif
du tube fleurai (réf figure 1.8). Dans les premières étapes de la neurogénèse, les
cellules de la glie radiaire (ou astrocytes bipolaires) se différencient en astrocytes.
Cette différenciation semblerait être réversible,98 illustrant la très grande plasticité du
lignage astrocytaire. Un autre exemple illustrant cette plasticité peut être observé dans
les progéniteurs bipotentiels appelés O-2A (pour oligodendrocyte/astrocyte de type 2).
Ce précurseur donnerait naissance à ces deux types de cellules in vitro, tout dépendant
du milieu de culture utilisé (avec ou sans sérum). Ceci n’a jamais été démontré in
vivo, mais illustre une fois de plus la très grande malléabilité de ce type cellulaire,
dont le phénotype pourrait être modifié par des changements de l’environnement, en
conditions pathologiques par exemple.
o
Origine, migration et différenciation des différents types de neurones et de cellules gliales dans le système
nerveux des vertébrés. Les neurones du sytème nerveux périphérique sont représentés dans la partie haute de la figure,
les cellules gliales au centre, et les neurones du système nerveux central dans la partie inférieure. Noter que les cellules
progénitrices, dans la zone ventriculaire, donnent naissance directement à des neurones et à des cellules gliales, avant
eue ces cellules mierent vers leur destination finale, où elles prennent leur morphologie définitive.
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Figure 1.8 : Origine, migration et différenciation des différents types de neurones
et de cellules gliales dans le système nerveux des vertébrés (extrait de Réf. #96)
neurone ganglionnaire




































En ce qui a trait à leur morphologie, les astrocytes varient énormément en fonction du
C stade de développement, des influences de la région du SNC dans laquelle ils sont
situés, ainsi que des situations physiopathologiques particulières où ils se trouvent. En
effet, suite à une blessure du $NC, on voit une transformation d’astrocytes résidents
(quiescents astrocytes) en une forme réactive, métaboliquement active astrocytes
réactifs (reactive astrocytes). Ces derniers se distinguent par une hypertrophie
cellulaire, une augmentation dans les taux d’expression de la protéine GFAP, de
vimentin, de S-10013, ainsi que certains constituants de la MEC et d’une variété de
cytokines et facteurs de croissances.99100
Conséquemment à ces variations, il nous est donc possible d’identifier chaque type
cellulaire de la lignée gliale grâce à l’expression de protéines spécifiques. Voyons plus
en détail quelques unes de ces protéines.
1.6.2.1.1 Marqueurs spécifiques aux astrocytes
Vimeuthi
La vimentin est un des membres de la famille des filaments intermédiaires de type III
avec un poids moléculaire de 5$ kDa. Il s’agit d’un filament qui s’ancre à la
membrane nucléaire et se prolonge jusqu’à la membrane plasmique. Cette protéine
n’est pas retrouvé que dans les astrocytes (immatures et matures (réactifs) lorsque co
localisés avec GFAP). On peut retrouver ce type de filament intermédiaire dans tous
les types de cellules d’origine mésenchymale, tels que les fibroblastes, les cellules
C
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endothéliales, les lipocytes, les macrophages, les chondrocytes, les tissus lymphoïdes,
Ç les mélanocytes, ainsi que les cellules cancéreuses dérivant de ces cellules, incluant
les sarcomes, les lymphomes, les mélanomes ainsi que les lésions métastatiques.’51’57
GliatflbritÏary acidic protein (GfAP)
Cette protéine de 50 kDa forme également un filament intermédiaire de type III qui
est, pour sa part, localisé dans les astrocytes en développement, normaux, réactifs et
néoplastiques dans le SNC, en plus de le retrouver dans plusieurs tumeurs dérivant de
cellules gliales. Il est également exprimé dans les oligodendrocytes en développement
(cellules de Schwann) dans le SNP. Cette protéine n’est, par contre, pas exprimée
dans les neurones.153’ 155, 158-162
s-100
La famille des S-100 comprends au moins 10 membres avec un patron d’expression
spécifique à chacun des types cellulaires.’63 À cause de son homologie dans sa
séquence primaire, cette protéine peut être regroupée avec les protéines qui lient le
calcium (calcium binding proteins),’64 comme la calmoduline, la paryalbumine, la
chaîne légère de la myosine, ainsi que la troponine-C. La S-100 (10-20 kDa) est
considérée comme étant une protéine régulatrice de la croissance cellulaire, mais
plusieurs autres fonctions ont été suggérées : augmenter la perméabilité membranaire
aux cations, stimuler l’activité de l’ARN polymérase nucléolaire, interagir avec la
protéine suppresseur de tumeur p53, en plus de jouer un rôle de transporteur de
protéines et d’acide gras libre dans les adipocytes.
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La protéine S-100 est abondamment distribuée dans les tissus neuronaux et non
Ç neuronaux, de même que dans les tissus tumoraux (tumeurs mélanocytiques de la
peau). Au niveau du cerveau, cette protéine est retrouvée dans les cellules gliales et
épendymaires, en plus de la retrouver dans les cellules de Schwann au niveau du SNP.
Les cellules de Langerhans et les mélanocytes au niveau de la peau expriment
également le S-100. 165-166
1.6.2.2 Les Oligodendrocytes
Les oligodendrocytes sont les cellules qui se différencient le plus tardivement au cours
du développement. Ce sont des cellules post-mitotiques matures, dont la fonction
principale est de synthétiser des gaines de myéline autour de l’axone de nombreux
neurones du SNC. Les précurseurs de ces cellules proviennent également de cellules
souches multipotentes originaires du tube neural. Les cellules du lignage
oligodendrocytaire devront passer par plusieurs stades de développement associés à
une évolution de la morphologie et de l’expression de marqueurs spécifiques
permettant de les distinguer. Ce développement se faisant dans un environnement
entouré de neurones et d’astrocytes, il est donc naturel que les signaux venant de ces
deux types cellulaires influencent le développement des oligodendrocytes.9597 La
figure 1.9 montre l’évolution du lignage oligodendrocytaire comprenant les divers




Figure 1.9: Représentation schématique de la lignée oligodendrocytaire, montrant les
sites d’action des signaux neuronaux ou astrocytaires (extrait de Réf #96)
En ce qui a trait aux rôles des oligodendrocytes, en plus de la myélinisation des
axones du $NC, ils joueraient un rôle vraisemblablement important dans la régulation
du pH extracellulaire, de même que dans la formation d’un réseau anatomique de
voies axonales de la substance blanche du cerveau.
Représentation schématique du lignage oligodendrocytaire, montrant les sites daction des signaux neu
ronaux ou astrocytaires. Au cours de la différenciation du lignage oligodendrocytaire, la cellule précurseur devient suc
cessivement progénitrice, préoligodendrocyte, puis cellule postmitotique ou encore oliqodendrocyte immature. Suit la périodede maturation avec apparition de l’oligodendrocyte mature non myélinisant et enfin myélinisant. Chacune de ces étapes
se caractérise par une augmentation de la complexité de la morphologie, une perte ou une acquisition de marqueurs spé
cifiques, ARNm (indiqués en italique dans les cartouches) ou antigéniques (les plus consensuels sont indiqués ainsi queles anticorps identifiant certains d’entre eux), une perte des capacités de migration, un ralentissement puis l’arrêt de taprolifération et enfin l’aboutissement au phénotype mature, l’olîgodendrocyte myélinisant.(GD3 et A2B5 sont des gangliosides GalC: galactocérébroside 04 est un sulfatide; PDGFRa récepteur u du Platelet-Derived Growth Factor; CNP: 2’,3’-Cyclic Nucleotide 3’-Phosphodiesterase PLP et DM20 protéolipides majeurs dela myéline MBP Myelln Basic Profeins; MAG Myelin Associated Glycoprotein; MOG: Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein,)
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Dans le cas d’une lésion de la moelle osseuse, les oligodendrocytes peuvent également
jouer un rôle dans la remyélinisation. Pour ce faire, il doit y avoir préalablement
présence de nouveaux oligodendrocytes. Longtemps on croyait que les
oligodendrocytes se différenciaient de manière définitive en une forme mature.
Pourtant, il existe des données suggérant que ces cellules différenciées pourraient ré-
entrer dans le cycle cellulaire dans le but de proliférer, mais il semblerait que ce soit
un événement plutôt rare.101102 On conférerait plutôt ce rôle à de nouveaux
oligodendrocytes différenciés provenant de cellules précurseurs (oligodendrocytes
progenitor cells, OPC).’°3
1.6.2.2.1 Marqueurs spécifiques aux otigodendrocytes
MyeÏin-oÏigodendrocyte specific protein (MOSP)
Cette protéine est retrouvée principalement dans les oligodendrocytes qui sont en train
de former les feuillets membranaires impliqués dans la formation de la gaine de
myéline. Dans la littérature, il est établit que cette protéine ne se retrouve pas dans les
astrocytes de type 1 et 2, ainsi que dans les cellules de Schwann.’7’ Elle n’est
également pas exprimée par les fibroblastes. Par contre, en conditions pathologiques,
il semblerait que les cellules de Schwann acquièrent plusieurs caractéristiques des
oligodendrocytes, dont l’expression de MOSP.’72
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Yyetin basic protein (MBP)
On connaît quatre isoformes majeurs de la MBP: 14, 17, 18.5 et 21 kDa. Les
isoformes de 21.5 et 17 kDa sont principalement exprimés dans les début de la
myélinisation, ainsi que dans les oligodendrocytes immatures, tandis que les
isoformes de 18.5 et 14 kDa sont exprimés plus tardivement dans le processus de
myélinisation, dans les oligodendrocytes matures.167168 Cette protéine jouerait un rôle
surtout au niveau de l’épaisseur de la gaine de myéline en facilitant l’adhésion des
surfaces intracellulaires des feuillets de myéline.’69
1.6.2.3 Les microglies
Les cellules microgliales originent du mésoderme et constituent une population de
cellules immunocompétentes au niveau du cerveau. Ces cellules restent dans un état
inactif en condition physiologique, mais suite à une perturbation du système nerveux
central, elles se transforment très rapidement en macrophages (changement
morphologique accompagné de l’expression de marqueurs spécifiques), se divisent,
migrent dans la région affectée et produisent une très grande variété de substances
bioactives incluant les cytokines et les facteurs de croissances. C’est dans cet état actif
que les microglies ressemblent le plus aux macrophages de la périphérie.104’°5 Cette
classe de cellules compte pour environs 20% de la population totale de cellules
gliales.96 En ce qui concerne l’identification de ces cellules, elles sont facilement
retraçable au niveau du $NC via leurs molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I et II, ainsi que par la présence de plusieurs récepteurs
membranaires (CD1 lb, CD14, F4/80, CD45, CD68, S22, etc.).’°6’°8 Par contre, il
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devient plus difficile de discerner les microglies des monocytes/macrophages au
C niveau de la périphérie, puisque la majorité de ces protéines leur sont coune. On
doit donc s’en remettre à l’aspect morphologique des cellules, qui est, dans le cas des
microglies, très distinctif grâce à sa forme amiboïde ou ramifiée.96
1.6.2.4 Cellules de $chwann
Ces cellules sont l’équivalent des oligodendrocytes, mais au niveau du $NP. Elles
sont associées avec les axones des nerfs périphériques, et peuvent être myélinisantes
ou non-myélinisantes. Dans le cas des cellules myélinisantes, elles entourent un
unique axone de large diamètre, tandis que les cellules nonmyé1inisantes peuvent
engainer de nombreux axones de petits diamètres dans leur cytoplasme. La majorité
des cellules de Schwann origine de cellules de la crête neurale qui ont émergé de la
région dorsale du tube neural au moment de sa fermeture. Par contre, certaines
proviennent de cellules neuroépithéliales du tube neural. Plusieurs marqueurs
spécifiques distinguent les différents stades de développement des cellules de
Schwann. Ces étapes et ces marqueurs sont illustrés à la figure 1.10.
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Figure 1.10 : Schéma des étapes de développement des cellules de Schwann
(extrait de Réf #96)
période de différenciation régulée par la neurégullne
* * * *
cellule de la précurseur de précurseur engagé cellule de Schwann cellule de Schwann cellule de Schwann
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Schéma des étapes du développement des cellules de Schwann. Ce modèle est fondé sur des observations
réalisées sur des cultures de cellules, ainsi que sur des souris transgéniques surexprimant ou ayant subi l’inactivation d’un
gène. Les cellules de Schwann myélinisantes expriment le facteur de transcription SCIP jusqu’à la mise en place du pre
mier «tour» de myéline. Bien que les étapes de la différenciation soient réversibles, par exemple par wpture du contact
avec l’axone, la cellule de Schwann chez les mammifères ne pourrait pas régresser jusqu’au phénotype de la cellule de
la crête neurale multipotente (cette incertitude est indiquée par une flèche en pointillés). Les ronds rouges représentent
les axones et les cartouches indiquent les marqueurs spécifiques des différentes stades de différenciation. En gras sont
soulignés les marqueurs qui identifient un stade de maturation.
(Gap43: Growth-associated-protein-43 N-CAM: Neural CeIl Adhesion Molecule Li molécule de la famille des immu
noglobulines; S-100: protéine de la cellule de Schwann (et de l’astrocyte) liant le calcium; Krox-20: facteur de trans
cription à doigt de zinc: GaIC: galactocérébroside; P0 et MBP: protéines de structure de la myéline LNGFR: récepteur
à basse affinité du NGF; ÷1—: faible taux d’expression : taux d’expression élevé; + et ++, taux intermédiaires.)
(D’après [2.72], avec la permission de Cutrent Biology.)
Le rôle de ces cellules est très similaire à celui des oligodendrocytes, c’est-à-dire
qu’elles jouent un rôle d’isolant des axones des neurones en ce qui a trait à la
conduction des courants électriques, et jouent un rôle dans la synthèse de facteurs de
croissance qui donnent un support trophique aux axones qu’elles entourent. Par
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contre, ces cellules jouent également un rôle à la jonction neuromusculaire en
C participant à sa formation ainsi qu’à son bon fonctionnement. Les cellules de Schwann
peuvent également participer à la régénération des axones lésés. En effet, lors d’une
blessure nerveuse, l’axone serait responsable de la libération de facteurs qui
différencieraient les cellules de Schwaim adjacente, les induisant à exprimer un
certain nombre de protéines qui étaient présentes dans des stades antérieures de
développement afin de favoriser la repousse axonale. Parmi ces protéines, on retrouve
des facteurs neurotrophiques, des molécules de surface comme le récepteur p75 au
NGF, ainsi que des molécules d’adhésion (dont l’importance pour la croissance des
neurites en présence des cellules de Schwann a été démontrée in vitro109).
1.6.2.5 Cellules épendymaires
Cette population cellulaire tapisse la lumière des ventricules cérébraux ainsi que le
canal central de la colonne vertébrale. Elles proviennent des cellules neuroépithéliales
qui donnent naissance aux neurones et aux cellules gliales lors du développement
cérébral. Les cellules épendymaires possèdent une multitude de cils à leur surface
apicale participant à la circulation des fluides céphalorachidiens entre les différents
ventricules.t Il s’agit donc d’une population cellulaire non-neuronale du cerveau, qui
est reconnue pour sa pluripotentialité (capacité de générer des cellules gliales et des
neurones) en réponse à une blessure i’° Ces cellules se différencieront en
astrocytes réactifs qui joueront un rôle important dans la cicatrisation.”0
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1.6.3 Rôles du NGF dans l’innervation de la cicatrice cutanée
C.
IL a été démontré à plusieurs reprises dans la littérature que des fibres sensoriels
(neurones exprimant du CGRP) et sympathiques (en densité plus faible) formeraient
un «plexus cicatriciel» au site de lésion lors d’une blessure tissulaire.”’’’2
L’implication de ces fibres est incontestable dans la guérison tissulaire t concept
démontré lors d’une étude comparant la guérison tissulaire chez des humains normaux
versus paraplégiques et quadraplégiques démontrant que ces derniers ont une
mauvaise cicatrisation due à la perte de l’innervation’13; concept également démontré
lors d’une étude faite chez des animaux dénervés chirurgicalement ou
chimiquement”4”5 appuyant cette même hypothèse. On ne connaît toujours pas
précisément la cible de ces fibres.
Il a été démontré que les niveaux protéiques de NGf étaient fortement augmentés au
site de la blessure. Cette production accrue serait surtout due aux myofibroblastes,
mais également aux macrophages, aux kératinocytes, aux cellules musculaires lisses,
ainsi qu’aux adipocytes.9 Cette neurotrophine jouerait un rôle très important dans la
‘9)croissance des fibres nerveuses sensorielles au niveau du tissu blesse. ‘ - Cette
innervation serait également amplifiée par d’autres facteurs relâchés par les
myofibroblastes: facteurs de la MEC, telle que la laminine, qui est connue pour
promouvoir la neuritogénèse.” 6-117
D’autre part, il a également été démontré que le processus de neuritogénèse était
beaucoup plus efficace chez les rats néonataux que chez les rats adultes,
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principalement à cause des différences retrouvées dans la synthèse de NGF (qui est
C beaucoup plus élevée chez les néonataux) ainsi qu’à l’hyperinnervation sensorielle
marquée chez les néonataux.12 En effet, suite à l’ajout d’anti-NGF dans le site
cicatricielle, la croissance des neurites a été complètement bloquée chez les rats
adultes, tandis que chez les néonataux, aucun effet n’a été observé. Ceci laisse
présager qu’il existerait des moyens palliatifs à la présence du NGf pour la croissance
des fibres neuronales sensitives chez les rats néonataux, possiblement via d’autres
facteurs neurotrophiques.”8
1.6A Rôle de l’innervation de la cicatrîce dans la guérison
tissulaire
On ne connaît pas les cellules cibles par lesquelles les fibres nerveuses pourraient
influencer la guérison cicatricielle. La possibilité que les cellules inflammatoires et le
tissu vasculaire soient une des cibles a par contre déjà été explorée.”9’2° D’autre part,
une étude récente tendrait plutôt vers l’hypothèse que les myofibroblastes pourraient
constituer une meilleure cible au plexus cicatricielle. En effet, c’est via le potentiel
contractile de ces cellules que les nerfs favoriseraient celle cicatrisation, en accélérant
sa contraction et réduisant conséquemment sa dimension.’2 Cette hypothèse a été
confirmée grâce à la relation temporelle et spatiale démontrée dans l’apparition des
myofibroblastes et des cellules nerveuses au niveau de la cicatrice cutanée.12 Le rôle
de plusieurs neuropeptides sensoriels (Substance P, CGRP, neurokinine A) sur les
myofibroblastes reste par contre à démontrer in vivo, puisque des effets mitogéniques
ont déjà été observés in vitro sur les fibroblastes et les cellules musculaires lisses.’2
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1.7 Cellules Souches Neuronales
Au niveau du système nerveux central, toutes les cellules présentes (neurones,
astrocytes, oligodendrocytes et cellules épendymaires) dérivent du neuroépithélium
tapissant la cavité interne du tube neural de l’embryon en développement. L’ordre
chronologique des événements semble d’abord être initié par la neurogénèse, suivi de
la gliogénèse. Un peu après la naissance, lorsque la formation des neuroblastes et des
glioblastes a cessé, les cellules neuroépithéliales restantes se transforment en cellules
épendymaires retrouvées dans le système ventriculaire et subventriculaire adulte.92
Ces cellules formeront le réservoir de cellules souches nerveuses (CSN) chez l’adulte,
en association avec au moins une population de cellules progénitrices en
développement ainsi que deux différentes populations de cellules souches
multipotentes. En fait, il a été démontré qu’il y aurait des régions spécifiques du
cerveau où l’on verrait une neurogénèse modérée et continue se poursuivant tout au
long de la vie.121122
1.7.1 La nature des cellules souches neuronales
Les CSN sont considérées comme des progéniteurs primaires (ou cellules souches),
c’est-à-dire qu’elles jouent le rôle de précurseurs de progéniteurs secondaires
multipotents. Ces progéniteurs secondaires donneront à leur tour naissance à un
précurseur confiné à former une lignée spécifique du SNC.
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1.7.2 Source des cellules souches neuronales
La principale source in vivo de CSN se situe dans le sous-épendyme (SE), qui consiste
en 2-3 couches cellulaires immédiatement adjacentes aux couches épendymaires des
ventricules latéraux du cerveau.’79 Les SCN vont former des précurseurs qui vont
ensuite proliférer et voyager le long du flot migratoire rostral jusqu’au bulbe olfactif
où elles se différencieront en intemeurones fonctionnels. La couche sous-granulaire
du gyrus dentatus (GD) de l’hippocampe contient également une population de
cellules capables de proliférer, de migrer et de se différencier en neurones granulaires
fonctionnels dans l’hippocampe. Par contre, ces cellules (progénitrices secondaires) ne
sont pas considérées comme des cellules souches car elles n’ont qu’une capacité
limitée de prolifération.’79
1.7.3 Identifîcatïon des cellules souches neuronales
Lorsque prélevée et mise en culture, chaque CSN isolée proliférera en présence de
facteurs de croissance et formera des colonies de clones flottants appelées
neurosphères. Ces neurosphères sembleraient être constituées par une population
mixte de cellules neuronales progénitrices et souches.18° Il a été démontré que l’une
des caractéristiques phénotypiques que les deux populations de cellules neurogéniques
(localisé dans le SE et le GD) avaient en commun était l’expression de la protéine
GfAP.’8’ Cette protéine à elle seule n’est pas un bon indicateur de «cellules
souches » car plusieurs autres classes de cellules souches ne l’expriment pas (par
exemple les cellules souches de la rétine’82), et d’autre part, les astrocytes qui
(J représentent une forme cellulaire totalement différenciée, l’expriment. La protéine
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nestin, une protéine formant un des filaments intermédiaires qui est exprimée par les
neurones et les cellules gliales en développement, et sera remplacé par d’autre
filaments intermédiaires spécifiques à chaque lignée au cours de la maturation.184 Elle
est également exprimée par la majorité des cellules des neurosphères in vitro, et
également par les cellules du SE in vivo)83 Quoi qu’il en soit, le domaine de la
caractérisation des cellules souches demeure tout de même élusif et beaucoup de
travail reste encore a faire avant de trouver des marqueurs typiques à chaque groupe
de progéniteurs.
I .7A Différents types de cellules souches et leurs marqueurs
membranaires
Plusieurs marqueurs membranaires spécifiques à chaque type de cellules souches
existent, mais il arrive parfois que des marqueurs spécifiques à un type cellulaire se
retrouvent sur un autre. Ceci est peut-être dû au phénomène de plasticité cellulaire
décrit plus bas. Le tableau 1.4 comprenant les principaux marqueurs membranaires
spécifiques des trois types de cellules souches est présenté ci-dessous. D’autre part, il
existe des marqueurs communs à tous les types de cellules souches, tels que des
antigènes (Sca-1 et c-kit) ou des facteurs transcriptiormels (comme par exemple la
telomerase reverse transcriptase).
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Tableau 1.4: Marqueurs membranaires spécifiques de différents types de
( cellules souches
Cellules souches Progéniteurs Marqueurs
spécifiques
Cellule souche nerveuse (C$N) Neurones, astrocytes, cellules de CD9O
Schwann, oligodendrocytes,
microglies
Cellule souche hématopoïétique Cellules sanguines (leucocytes, CD 14, CD34, CD45,
cSH) érythrocytes, plaquettes), CD 133
ostéoclastest07
Cellule souche mésenchymale Cellules du tissu conjonctif CD9, CD29, CD3I,
(C$M) (fibroblasts, chondrocytes, CD38, CD44, CD54,
ostéocytes, adipocytes, cellules CD71, CD9O, CD 105,
musculaires lisses)107’ 129-130 CDIO6, CD 166
1.7.5 Plasticité des cellules souches
L’existence de CSN dans les ventricules cérébraux chez l’adulte a été une découverte
plutôt surprenante, puisque l’on croyait toute régénération nerveuse impossible à ce
niveau. De plus, comprendre les conditions environnementales nécessaires à la
différenciation d’un type cellulaire spécifique à partir d’une cellule souche relève
d’une intégration de tous les facteurs présents dans le milieu, et non pas seulement de
son origine intrinsèque. L’ancienne croyance suggérait que des cellules souches
retrouvées chez l’adulte ne pouvaient générer que les types de cellules présents dans
son tissu de résidence. Il a par contre été démontré tout récemment que ce n’était pas
le cas. Des études in vivo ont démontré que des CSN adultes, une fois injectées dans la
circulation sanguine, acquerraient les caractéristiques des cellules souches
hématopoïétiques.11° En fait, en plus de cette étude, il est maintenant établi que les
CSN ont le potentiel de générer des progénitures des trois couches germinales
(ectoderme, mésoderme et endoderme).
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oCe concept a été défini par plusieurs chercheurs comme étant une forme de plasticité
cellulaire. Ils ont émis plusieurs concepts hypothétiques concernant la manière par
laquelle une cellule pourrait changer de lignage. Tout d’abord, il y aurait la
transdifférenciation, où une cellule complètement différenciée se change en un tout
autre phénotype, souvent sans division. D’autre part, le changement de lignage peut se
faire par transdétermination. Dans ce cas, c’est un type de cellules souches
prédéterminées à générer un type particulier de cellules qui changent ses propriétés
pour ceux d’une autre sorte de cellules souches. En troisième lieu, il y a la
dédifférenciation d’une cellule différenciée en une cellule souche commune, suivie
d’une redifférenciation en un autre type cellulaire précis. 110, 123, 124 Il est donc possible
d’observer le phénomène de plasticité, mais on ne sait toujours pas par lequel des ces
mécanismes elle se produirait.
Dans la plupart des cas de plasticité cellulaire observés, ce phénomène se produirait
suite à des dommages tissulaires, ou en conditions pathologiques. Il semble donc
qu’une modification de l’environnement cellulaire soit un prérequis pour observer le
phénomène de plasticité, sans quoi les cellules continueraient de progresser selon le
pedigree stéréotypé auquel elles étaient prédestinées.’24 Il est donc important
d’accroître les recherches dans ce domaine afin de mieux comprendre comment il
nous serait possible de manipuler l’identité cellulaire dans les conditions
pathologiques.
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J.76 Implication des cellules souches dans la réparation tissulaire
C
Il a été démontré que suite à une blessure au niveau du $NC chez l’adulte (moelle
épinière, cerveau), il y aurait recrutement de cellules souches et différenciation en
cellules neuronales et gliales pour la formation de tissus cicatriciels et la réparation de
la zone lésée. L’implication des cellules épendymaires dans la formation d’astrocytes
réactifs recrutées pour la formation de la cicatrice gliale a été démontrée à plusieurs
reprises.’25’28 Les cellules épendymaires se différencient au niveau des ventricules
cérébraux en astrocytes réactifs, et migrent, par la suite, vers le site de la blessure afin
de participer à la cicatrisation. Par contre, ces cellules ne se différencieraient pas en
neurones dans ces conditions. Il existe tout de même d’autres progéniteurs au niveau
du $NC qui pourraient avoir ce rôle. En effet, des études in vivo ont démontré que des
cellules souches mésenchymateuses (C$M) (qui ont initialement le potentiel de se
différencier en ostéocytes, chondrocytes, adipocytes et en cellules musculaires’29130)
pourraient se différencier en cellules gliales, mais également en neurones.131132 Par
contre, des conditions spécifiques sont requises pour ce faire. En effet, l’équipe de
Kim et al.133 a démontré qu’il était possible de stimuler la différenciation des CSM en
cellules neuronales (caractérisée par l’expression de neurofilaments, TuJ-l et
vimentin) dans un milieu stimulé avec le facteur de croissance des fibloblastes-2
(fGF-2) et l’acide rétinoïque (RA) sur une matrice de fibronectine.’33
De plus, d’autres études ont démontré l’implication des cellules souches dans la
guérison tissulaire d’une blessure cutanée. Après injection de la moelle épinière d’une
souris transgénique exprimant la GfP (green florescent protein) dans la colonne
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vertébrale d’une souris irradiée n’exprimant pas la GfP, le groupe de Badiavas et
C a pu observer la migration des cellules souches hématopoïétiques vers la plaie
cutanée, ainsi que leur différenciation en structure non-hématopoïétique de la peau. Il
semblerait qu’il y ait, dans la blessure cutanée, les stimuli nécessaires à la migration et
différenciation des cellules souches impliquées dans la régénération tissulaire. De
plus, des cellules souches multipotentes (différentes des cellules souches
mésenchymateuses) ont été isolées directement du derme de la peau de souris.’3 Il a
été démontré que ces cellules pouvaient proliférer et se différencier en neurones,
cellules gliales, cellules musculaires lisses ainsi qu’en adipocytes en réponse aux
stimuli appropriés (lors d’une blessure cutanée par exemple).
1.7.6.1 Cellules souches pluripotentes au niveau des muscles
squelettiques
La présence de cellules souches pluripotentes (CSPP) a été démontrée dans les
muscles squelettiques (gastrocnemius et flexor digitorum) de rats.’36 Dans cette étude,
on démontra la potentialité de ces cellules à se différencier en cellules neuronales et
gliales (astrocytes et oligodendrocytes) en mettant les CSPP dans le milieu de culture
approprié (milieu neurobasal avec du N2 ou du B27, et soit du NT3 ou du BDNF).
D’autre part, une étude effectuée par le groupe de Galli et al.’37 a démontré qu’il était
possible, à partir de CSN, de produire des myombules squelettiques in vitro et in vivo
lorsque ces cellules sont en contact direct avec des myoblastes. De plus, deux études
faites dans le coeur ont également démontré qu’il était possible de régénérer
partiellement le myocarde suite à un infarctus grâce aux cellules souches. ‘‘ Il est
C
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donc une fois de plus démontré que lorsque soumis aux bons signaux épigénétiques,
C les cellules souches peuvent se différencier en n’importe quel type cellulaire des trois
couches germinales.
1.7.6.2 Facteurs pouvant induire la différenciation des cellules souches
Le facteur de croissance des fibroblastes-2 (FGf-2) semble être, à lui seul, suffisant
pour induire une différenciation des CSN en neurones et cellules gliales.14° Par contre,
il semblerait que plusieurs autres facteurs, dont l’acide rétinoïque (RA) et le NGf,
potentialiseraient cette différenciation.’4°
Tous les facteurs neurotrophiques peuvent, à un degré moins élevé chez l’adulte que
chez l’embryon en développement, induire la différenciation des cellules souches en
CSN. Le CNTF (ciliary neurotrophic factor) et NGF semblent de plus jouer un rôle
particulièrement important dans la différenciation des cellules souches
hématopoïétiques (CSH).
1.7.6.3 Facteurs pouvant stimuler la migration des cellules souches dans
un tissu cible
Il a été démontré par plusieurs études qu’il y aurait, dans la majorité des tissus, des
cellules souches qui y résideraient en permanence. Par contre, il semblerait que ces
cellules seraient en nombre insuffisant pour régénérer une grande zone lésée (comme
dans le cas de l’infarctus du myocarde par exemple).’4’ Par conséquent, plusieurs
données montrent que le tissu blessé pourrait exprimer les récepteurs ou ligands
appropriés pour faciliter le trafic et l’adhésion des cellules souches au site de blessure.
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La présence de c-kit (un récepteur à tyrosine kinase; il est nommé CD117 chez
l’humain) et de son ligand SCf (facteur des cellules souches) a d’ailleurs été démontré
au niveau du coeur. D’ailleurs, on a retrouvé l’expression de Ï’ARNrn de SCF dans les
fibroblastes myocardiques adultes, ainsi que dans les macrophages. Le SCF semblerait
également augmenter l’expression de CXCR4 (un récepteur de chemokines) dans les
cellules souches, qui seront alors plus sensibles aux concentrations de son ligand $Df
I (stromal cell-derived factor-l) libéré au niveau du tissu cible. La cytokine G-CSF
(granulocyte colony-stimulating factor) semble également être un facteur
chemoattractif pour les cellules souches. II existe probablement beaucoup d’autres
facteurs (dont 6-Ckine) et protéines d’ancrage libérés au site de blessure et participant
à la migration des cellules souches impliquées dans la réparation tissulaire, mais
beaucoup reste à découvrir dans ce domaine.
Basé sur ces observations, il est maintenant possible de penser qu’un type de cellule
ectopique à un tissu puisse s’y retrouver, grâce à l’hypothèse de la plasticité cellulaire.
De plus, il a été démontré que des populations de cellules souches pouvaient résider
au sein d’un tissu, et pourrait, sous l’influence de facteurs appropriés, se différencier
en n’importe quel type de cellules des trois lignées germinales. On peut donc penser
que, dans le cas de l’étude faite par Vracko et aï., la régénération des fibres nerveuses
détruites par la blessure cardiaque, de même que la multiplication des fibres nerveuses
dans la zone ischémique pourraient être expliquées, en partie, par cette théorie de la
plasticité cellulaire, ou par la présence de cellules souches.
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Objectîfs et hypothèses
L’objectif général du présent mémoire est le suivant: déterminer si la guérison
cicatricielle post-infarctus est associée à une innervation neuronale. Cet objectif
repose principalement sur les études faites au niveau de la cicatrice cutanée. On veut
savoir en quoi les deux types cicatriciels sont comparables quant à la présence de
cellules nerveuses, de facteurs neurotrophiques, et de cellules souches. Ce travail sera
principalement descriptif afin de caractériser des populations cellulaires qui n’ont
jamais été identifié au sein du tissu cardiaque.
Le travail qui suit tentera de répondre aux questions suivantes
- Y a-t-il présence de neurones dans la cicatrice cardiaque suite à un infarctus du
myocarde?
- La zone cicatricielle contient-elle les facteurs propices à la présence d’une
population cellulaire neuronale (facteurs neurotrophiques)?
- Dans le cas advenant, est-ce que la présence de neurones dans la cicatrice










C 2.1.1 Culture des fibroblastes cardiaques cicatriciels de rats
On a tout d’abord induit des infarctus du myocarde à des rats mâles $pragues-Dawley
âgés de $ à 10 semaines (200-250g) provenant de chez Charles River Laboratories.
Les infarctus ont été causés par la ligature de l’artère coronaire descendante antérieure
gauche via thoracotomie. L’anesthésie chez les rats est effectuée avec un mélange
gazeux d’oxygène/halothane 3% qui est réduit progressivement jusqu’à 1% lors de la
ligature. Le taux de mortalité de cette chirurgie dans les 24 heures suivant l’opération
se situe autour de 50%. Une semaine après la chirurgie, on ré-anesthésie les rats
préopérés à l’aide d’une solution de kétamine (50 mg/kg) et de xylazine (10 mg/kg),
on prend les données hémodynamiques puis prélève et pèse les coeurs. En ce qui a trait
à chaque coeur, les cicatrices sont découpées et pesées, puis 5 à 6 cicatrices de
grosseurs variables sont mises ensemble, découpées, puis digérées avec une solution
de trypsine 0.1% (GIBCO BRL) dans du HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, sans
Ca2; GIBCO BRL) pendant une nuit, sous agitation, à 4°C. Le lendemain, la première
réaction de digestion est arrêtée par l’ajout de sérum (solution de Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) enrichi de fetal Bovine Serum (fBS) 7% avec de
la pénicilline et de la streptomycine), puis une seconde série de digestion sera effectué
à l’aide de solutions de collagénase type II 0.1% (GIBCO BRL), jusqu’à digestion
complète des tissus. Chacune de ces incubations permet de briser les fibres de
collagène, libérant ainsi les cellules formant la cicatrice. Une fois le tissu digéré, les
cellules en suspension (récoltée dans le surnageant) seront centrifugées à 4°C, à une
vitesse de 2000 rpm pendant 2 à 5 minutes, puis seront resuspendues dans du HBSS
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pour être lavées une fois, et enfin seront resuspendues dans 30 mL de milieu de
C culture (DMEM enrichi de FBS 7%) et mises en culture dans trois ou quatre flacons
T75 (avec environs 7 mL de suspension cellulaire/175) ainsi que dans un ou deux P12
contenant des lamelles de microscope dans le fond de chaque puits (250 tL de
suspension cellulaire/puit), préalablement préparé pour l’immunofluorescence. Il
faudra plusieurs heures à quelques jours avant que toutes les cellules s’accrochent au
fond des flacons et/ou lamelles. Les cellules pousseront jusqu’à confluence dans les
175 (5 à 7 jours). À ce moment, les cellules seront décollées du fond du flacon à
l’aide d’une solution de trypsine 0.25% (GIBCO BRL) et redistribuées dans d’autres
P12 (pour l’immunofluorescence) ou dans des P100 (pour les dosages d’ARN ou de
protéines), à une densité de 100-200 cellules/mm2. Les cellules seront décollées et
remis en culture dans de nouveaux pétris (passagée) une seule fois, car des passages
ultérieurs risqueraient de changer le phénotype des cellules. Le milieu de culture des
cellules est changé à tous les deux jours et l’incubation se fait à 37°C avec 5% C02.
2.1.2 Culture des cellules de phéochromocytome (PCI 2) et
traitement avec le surnageant de la culture de cellules cicatricielles
de passage primaire
Les cellules de phéochromocytome PC12 (ATCC) ont initialement poussé dans un
flacon T75 contenant du milieu Fi 2-K (Gibco) supplémenté de sérum de cheval
(15%), de FBS (2.5%) et de bicarbonate de soude (l.5g/L), puis ont ensuite été
transférées sur des lamelles de microscope prétraitées avec du collagène type I
(lOmg/lOOmL). Le surnageant d’une culture de cellules cicatricielle de passage
primaire 8-10 j ours après sa mise en culture initiale avait été préalablement récolté,
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puis appliqué sur la culture de cellules PC12 pour une période de 5 jours. Cette
expérience a été effectuée deux fois, avec des sumageants de cellules cicatricielles
récoltées lors de cultures différentes. L’effet du FBS (7%) a été testé sur ces cellules,
et aucune différenciation n’a été observée suite à son application. Les cellules ont été
fixées sur les lamelles, des photos en contraste de phase ont été prises, et la
différenciation a été examinée via la réorganisation de neurofiÏaments-M (voir
protocole de l’immunofluorescence).
2.1.3 Culture des fibroblastes NIH 3T3
Ces cellules ont été reçues au 6e passage; les passages 7 et $ ont été utilisés lors de nos
expérimentations. Les fibroblastes NIH 3T3 ont initialement poussé dans un flacon
T75 contenant du milieu DMEM supplémenté de FBS (10%) et de glucose (4g/L) afin
d’avoir un milieu riche en glucose, puis ont ensuite été transférés sur des lamelles de
microscope. Elles ont ensuite été fixées sur les lamelles avec une solution de
paraformaldéhyde 4%, puis on a procédé au marquage pour l’immunofluorescence
(voir plus bas).
2.2 Immunofluorescence
2.2.1 Cellules en culture
Pour l’immunofluorescence, on fait pousser les cellules sur des lamelles de
microscope préalablement déposées dans le fond des puits de P12. Une fois la densité
de cellule désirée obtenue (pas confluent, mais avec une densité assez importante), les
C73
cellules sont fixées aux lamelles suite à un traitement à la paraformaldéhyde 4%
pendant 10 minutes. On effectue ensuite un rinçage des lamelles avec une solution
d’ammonium chloride 5OmM pendant 10 minutes, afin de neutraliser toute la
paraformaldéhyde restante. On lave ensuite trois fois les lamelles avec du tampon PBS
iX filtré à 5 jim, pH 7.4, puis on peut ensuite soit stocker les cellules à -20°C (dans
une solution 50% PBS-glycérol), soit débuter le protocole de marquage cellulaire.
Une première étape de perméabilisation membranaire et de blocage des sites non-
spécifiques est effectuée à l’aide d’une solution de PBS iX filtré
- BSA 2% - triton X-
100 0.2% pendant une période d’environ une heure, à la température de la pièce.
Environ 5-10 minutes avant la fin de l’incubation, les dilutions d’anticorps doivent
être préparées (voir Tableau 2.1 pour la dilution de chaque anticorps utilisé), puis
chaque lamelle est installée sur un morceau de parafiim, cellules vers le haut, dans une
boîte étanche contenant un morceau de papier humide. On dépose ensuite à la surface
de chaque lamelle 1 50-200tl de l’anticorps dilué approprié, de manière à former une
bulle. La boîte est finalement déposée délicatement à 4°C pour la nuit.
Le lendemain, les cellules sont lavées trois fois au PB$ iX, puis incubées pendant 2
heures avec l’anticorps secondaire approprié (réf Tableau 2.1), à la température de la
pièce, dans le noir. Trois derniers lavages sont effectués avec du PBS lx, puis les
lames sont montées avec 8jil de milieu de montage (solution de DABCO-glycérol
20%) et finalement scellées avec du vernis à ongle.
74
Les lames sont par la suite observées à l’aide d’un microscope confocal à fluorescence
Q LSM 510 de Zeiss (Axiovert 100M). Un laser à l’argon émettant une longueur d’onde
de 488 nm est utilisé pour percevoir les marquages au FlIC, et un laser au He/Ne
émettant une longueur d’onde de 543 nm est utilisé pour les marquages à la
rhodamine ou à la phalloïdine/Texas Red. Les photos sont prises à l’aide d’un objectif
63X avec une ouverture numérique de 1.4.
Pour ce qui est de l’interprétation des résultats obtenus, lorsqu’on compare l’intensité
d’expression d’une protéine observée par immunofluorescence sur des photos
différentes, les paramètres des lasers et du logiciel seront conservé.
2.2.2 Préparation et marquage des coupes tissulaires de coeur
(Cryostat)
L’immunofluorescence a également été faite sur des coupes au cryostat de coeurs
gelés. Les coeurs sont donc prélevés une semaine après l’infarctus, de la même
manière que pour les cultures cellulaires classiques. Immédiatement après son
prélèvement, le coeur est déposé dans le 2-méthyl-butane (SIGMA) préalablement
refroidi dans de l’azote liquide (pour permettre une congélation extrêmement rapide)
puis sera conservé à -80°C. Des coupes de 14 tm des ventricules gauches
préalablement enrobés dans un milieu d’enrobage OCT (Optimal cutting temperature)
sont ensuite effectuées au cryostat et déposées sur des lames de microscope, puis
également conservées à -80°C. Pour l’immunofluorescence, c’est le même protocole
que celui utilisé pour la culture cellulaire, mais la préparation tissulaire était
préalablement encerclée à l’aide d’un Pap-Pen (crayon à encre hydrophobe; ZYMED




Tableau 2.1 Anticorps utilisés pour l’immunofluorescence
2.3 Analyse de l’expression du NGF par Immunobuvardage
Les cellules utilisées pour les analyses par Immunobuvardage sont initialement mises
en culture dans des flacons T75 jusqu’à l’obtention de la confluence cellulaire. Elles
sont ensuite passagées avec une solution de trypsine/EDTA (0.25%, 0.53 mM), puis
remises en culture dans des pétris P100 avec une densité initiale de 200 cellules/mm2
Anticorps Hôte Format Compagnie Numéro de Concentration Dilution
catalogue de l’anticorps utilisée
Smooth muscle a-actin Souris Monoclonal; sigma A2547 26 mg/ml I : 250
ascites fluid
Vimentin Souris Monoclonal; sigma V6630
- 1 200
ascites fluid
Nerve Growth factor- Lapin Polyclonal; Chemicon AB1526SP lmg/rnl; 500jtl 1 : 300
beta (NGf-13) immunoglobuline
purifiée
Neurofilament M (145 Lapin Polyclonal; Chemicon AB1987 - I 1000
kD), C-terminal (NfM) antisérum
Peripherin Lapin Polyclonal; Chemicon AB1530
- 1 1000
antisérum
GuaI fibrillaiy acidic Lapin IgG fraction de sigma G9269 11.9 mg/ml I : 1000
protein (GfAP) l’antisérum
Growth associated Lapin Polyclonal; sérum Chemicon A353 12
-
protein 43 (GAP-43)
P75 NGF receptor Lapin Polyclonal; sérum Chemicon AB1554
- 1 300
TrkA Lapin Polyclonal; BD 556603 - 1 1000
antisérum PharMingen




Myelin/oligodendrocyte Souris Monoclonal; Chemicon MAB328
- I : 400
specific protein ascites fluid
(MOSP)
Nestin Souris Monoclonal; Chemicon MA3353 1.O2mg/ml I : 400
immunoglobuline
purifiée
Tyrosine hydroxylase Souris Monoclonal; Chemicon MAB3 18 - I : 500
ascites fluid
Rhodamine Chèvre IgG conjugué à la Molecular Al 1003 2 mg/ml I : 500
Anti- rhodamine Probes
souris
Fluorescein Chèvre IgG conjugué au Jackson 1 1 1-095- 2 mg I : 500
isothiocyanate- Anti- f liC Laboratories 003
conjugated goat anti- lapin
rabbit IgG (f ITC)
Horse radish peroxidase Chèvre IgG conjugué au Santa Cruz Sc-2004 400 sg/ml 1 :20 000
conjugated goat anti- Anti- HRP; anticorps Biotech.
rabbit (HRP) lapin secondaire
dans du DMEM supplémenté de FB$ 7%, et ce, jusqu’à confluence. Le milieu est
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ensuite remplacé pour une période de deux jours par le même milieu sans sérum (avec
de I’ITS). Les cellules sont ensuite lavées deux fois avec du PB$ (pH 7.4, 4°C), puis
sont lysées avec un tampon de lyse contenant du TRIS pH 7.5 1 0mM, du NaC1 150
mM, de l’EDTA lmM, de l’EGTA lmM, du Naf 5OmM, du triton X-100 1%, du
Nonidet P-40 0.5%, du vanadate lmM, du phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 0.5
mM, de la leupeptine 1 tg/mL et de l’aprotonine 1 ig/mL. La concentration de
protéine est ensuite mesurée par la méthode de Bradford. Cent tg de protéines de
chaque échantillon sont ensuite précipités à l’acétone (à -20°C pendant au moins 30
minutes), bouilli pendant 5 minutes (dénaturation des protéines) puis sont séparés sur
un gel de SD$-polyacrylamide 10% par électrophorèse. Ces protéines sont ensuite
transférées sur une membrane de PVDf (Hybond) à 100V (ou 300mA) pendant 1h30
à 4°C. Une coloration au rouge Ponceau S est ensuite effectuée pour vérifier l’égalité
des concentrations de protéines entre les différents puits. Suite à cette vérification, la
membrane est soumise à un traitement de blocage des sites non spécifiques (PBS-T
iX avec 5% de lait en poudre, ou 5% de BSA lors d’utilisation d’anticorps dirigés
contre une protéine phosphorylée), suivi par un marquage primaire de NGF-13 (1:500
dans la même solution que celle du blocage; Chemicon), un marquage secondaire avec
un anticorps couplé au HRP (goat anti-rabbit 1: 20 000; Santa Cruz) incubé pendant
une heure à la température de la pièce, puis la visualisation des bandes est effectuée




2.4 Mesure par ELISA du NGF sécrété par une culture de
L cellules cicatricielle d’une semaine post-infarctus
Le NGf biologiquement actif sécrété dans le surnageant d’une culture de cellules
cicatricielles d’une semaine post-infarctus de passage primaire a été quantifié par la
méthode d’ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay; Chemicon). Quatre jours
après à la mise en culture initiale (temps minimal laissé aux cellules cicatricielles pour
bien se fixer au fond des P100 et commencer à se multiplier), 500tL de nouveau
milieu de culture (DMEM avec 7% FB$) a été ajouté et ce moment a été défini
comme étant le jour 0. Les surnageants des jours 2 à 7 ont été ensuite prélevés et les
concentrations de NGF ont été déterminées par ELISA. Cette expérimentation a été
répétée 3-4 fois pour chaque Jours. La concentration de NGF dans le milieu de culture
basal a également été mesuré, amis sa présence n’a été décelée.
2.5 Mesure de l’ARNm par RT-PCR
Un RT-PCR (Reverse transcriptase - Polymerase chain reaction) a été effectué sur
l’ARN total de la cicatrice cardiaque (tissu), sur des cellules cicatricielles d’une
semaine post-infarctus en culture ainsi que sur des myocytes cardiaques néonataux en
culture. Les brins d’ADN (primers) utilisés pour amplifier la tyrosine hydroxylase
était codé ainsi: 5’-CGCTGAAGGGCCTCTATGCTAC-3’ (bon sens) et 5’-
GCATGGCGGARARACTGGGTG-3’ (sens inverse), et donnera un produit de la












La première étape était de présenter la culture cellulaire cicatricielle de rats d’une
C semaine post-IM telle que nous la voyions en microscopie à contraste de phase à
différents temps. Puisque la dite culture cellulaire n’est pas pure, i.e. qu’elle contient
plus d’une sorte de cellules, nous avons tenté de définir ces populations de manière
qualitative, par une description morphologique, suivi d’une caractérisation plus
approfondie en microscopie confocal à fluorescence à l’aide de marqueurs
spécifiques. Dans cette section, seuls les myofibroblastes seront caractérisés par
immunofluorescence.
Figure 3.1 : Cellules cicatricielles d’une semaine post-infarctus
La figure 3.1 illustre la variété cellulaire retrouvée dans nos cultures de cellules
cicatricielles d’une semaine post-infarctus, après 6-9 jours en culture. Ces photos ont
été prises en contraste de phase avec un objectif de 20X (A-D) et les photos B et D ont
été agrandies grâce au logiciel informatique Adobe Photoshop 6.0. La culture
comprend deux groupes de cellules morphologiquement différentes : le type cellulaire
majoritaire est formé par les myofibroblastes, très aplatis, de faible densité, de forme
irrégulière avec une luminosité pauvre. Le second type cellulaire a plutôt une
morphologie neuronale, pourvue d’un corps cellulaire beaucoup plus rond, plus
lumineux, d’une densité plus importante. Ces cellules sont plus petites, et possèdent
des prolongements membranaires rappelant les neurites d’un neurone. À plus fort
grossissement (figure 3.1B, flèche), il est même possible d’observer des contacts entre
les cellules. Lorsque laissées 14 jours en culture (figure 3.IC), les cellules d’aspect
C’
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neuronal semblent avoir augmenté en nombre (la densité cellulaire d’un champ
C microscopique semble plus importante), en plus de s’être rassemblées au même
endroit, formant une pseudo-crête traversant de part et d’autre le puits du P12 dans
lequel elles ont été mises en culture.
Figure 3.1 : Culture de cellules cicatricielles d’une semaine post-infarctus. A-B
Cellules d’aspect neuronal avec prolongements membranaires et contact entre les
cellules (flèche) observées 6-9 jours après la mise en culture (100-200X). C Agrégats
de cellules d’aspect neuronal 14 jours après la mise en culture: formation de crêtes





Figure 32: Myofibroblastes présents dans la cicatrice cardiaque
suite à un infarctus d’une semaine.
Les myofibroblastes retrouvés dans la cicatrice cardiaque peuvent être caractérisés par
immunofluorescence par différents marqueurs spécifiques tels que la SMA (smooth
muscle Œ-actin)(figure 3.2A) et la vimentin (figure 3.2B). Ces deux photos ont été
prises en microscopie confocale à un grossissement de 63X et démontrent
l’organisation des deux types de filaments intermédiaires dans les myofibroblastes en
culture.
Figure 3.2 : Myofibroblastes présents dans la cicatrice cardiaque suite à un




Caractérisation de la population cellulaire ectopîque(neurones, astrocytes et oligodendrocytes) au sein
d’une culture de cellules cicatricielles d’une semaine
post-infarctus.
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En second lieu, on a tenté de caractériser la population cellulaire ectopique. Puisque
ces cellules ont une morphologie neuronale, et que la littérature retrouvée au niveau
de la cicatrice cutanée suggère l’implication de cellules nerveuses dans le processus
de guérison via la sécrétion de NGf, on a voulu savoir si ce phénomène était répété au
niveau de la cicatrice cardiaque. On a tout d’abord tenté de savoir si ce facteur
neurotrophique était produit dans la cicatrice cardiaque, et quelles cellules étaient
impliquées dans cette production. On a également regardé un second facteur
neurotrophique, le BDNF, qui pourrait également être impliqué dans ce phénomène.
Figure 3.3 : Expression du facteur de croissance neuronal (NGF) et
du facteur de croissance dérivé du cerveau (BDNF) par une culture
de cellules cicatricielles.
Les protéines NGf (nerve growth factor) et BDNF (brain-derived neurotrophic factor)
font partie de la famille des facteurs neurotrophiques impliqués dans la survie et la
différenciation des cellules neuronales. Les figures 3.3A et B montrent les
myofibroblastes exprimant la protéine NGf selon deux patrons d’expression
différents en A, le NGf semble suivre les filaments d’actine dans le cytoplasme, en
plus d’avoir un marquage nucléaire granulaire de forte intensité. En B, le patron
d’expression au niveau cytoplasmique semble être moins bien organisé, avec un signal
granulaire plus diffus, ainsi qu’un signal nucléaire granulaire moins fort. Les cellules
ayant une morphologie neuronale expriment également cette protéine, avec une
organisation filamenteuse au niveau des prolongements membranaires et un marquage
nucléaire/périnucléaire granulaire (figure 3.3C). Pour BDNf, un signal cytoplasmique
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granulaire est détecté dans les cellules d’aspect neuronal, en plus d’être localisé dans
les prolongements membranaires. Un marquage granulaire plus modeste dans la
région périnucléaire des myofibroblastes peut également être observé (figure 3.3D).
La protéine NGF a également été détectée par immunobuvardage par les cellules
cicatricielles, mais également par les cellules ventriculaires de la zone non-infarcie
(NILV; non-infarcted lefi ventricule; intensité plus faible) ainsi qu’au niveau des
fibroblastes ventriculaires de coeur normal (intensité variable) (figure 3.3E). Les




Figure 3.3 : Expression du facteur de croissance neuronal (NGF) et du facteur de
croissance dérivé du cerveau (BDNF) dans une culture de cellules cicatricielles.
A-B Détection de NGF dans les myofibroblastes au niveau nucléaire et suivant les
filaments d’actine avec des intensités variables. C Immunoréactivité de NGF dans les
types cellulaires neuronaux avec un marquage aux régions nucléaires! périnucléaires
ainsi que dans les prolongements membranaires. D Signal granulaire cytoplasmique
de BDNF détecté dans le type neuronal, en plus d’un signal plus modeste dans la
région périnucléaire des myofibroblastes. E Présence de la protéine NGf détectée par
immunobuvardage dans des cellules ventriculaires de coeur normal (n=3), ainsi que
des cellules de la zone infarcie (scar)(n=2) et non-infarcie (NILV)(n=2) d’un coeur









Suite à ces résultats, nous devions vérifier quelles cellules possédaient les récepteurs
de ces facteurs afin d’essayer de comprendre le rôle de cette production. Nous avons
concentré notre étude uniquement sur le NGf, puisque nous savions déjà que ce
facteur était impliqué dans le phénomène de cicatrisation cutané.
Figure 3.4 Expression des récepteurs au NGF Trk-A et p75.
Deux récepteurs au NGF sont connus: le récepteur de grande affinité TrkA et le
récepteur de faible affinité p75. Les deux types de récepteurs sont détectés par
immunofluorescence dans les myofibroblastes et les cellules d’aspect neuronal. Les
deux populations cellulaires possèdent un marquage granulaire membranaire et
nucléaire.
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Les questions suivantes qui se sont posées concernaient la sécrétion et l’activité du
peptide. Est-ce que le NGF produit était libéré? Et avait-il une activité? En premier
lieu, on a vérifié par ELISA si le peptide était sécrété dans le surnageant de nos
cultures cellulaires. Dans la littérature, plusieurs types cellulaires connus ont la
capacité de se différencier en présence de certains facteurs neurotrophiques. Les
cellules de phéochromocytome étaient l’un de ces types cellulaires. C’est donc avec
ces cellules que nous avons vérifié l’activité peptidique du NGf produit par nos
J cellules.
Figure 3.4: Expression des récepteurs au NGF Trk-A et p75. Détection des
récepteurs Trk-A et p75 au niveau du noyau et de la membrane plasmique des


















Figure 3.5: Sécrétion de nerve growth factor (NGF) par une culture
de cellules cicatricielles.
En plus d’être exprimée par les myofibroblastes et les cellules d’aspect neuronal, la
forme biologiquement active du NGF a été détectée dans le surnageant d’une culture
de cellules cicatricielles d’une semaine post-infarctus récolté aux jours 2 à 7 (figure
3.5).
Concentration de NGF retrouvée dans le surnageant d’une














Figure 3.5: Expression de nerve growth factor (NGF) dans une culture de
cellules cicatricielles. Détection de NGF biologiquement actif par ELISA au niveau
du surnageant d’une culture de cellules cicatricielles d’une semaine de premier
passage après 2 à 7 jours en culture.
- -
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Figure 3.6 : Différenciation des cellules PCI2 et réorganisation de
la protéine neuronale neurofilament-M (NF-M; 145 kDa).
Afin de valider la présence de facteurs propices au développement de cellules
neuronales au niveau de notre culture de cellules cicatricielles post-infarctus d’une
semaine, des cellules de Phéochromocytome (PC12) ont été exposées au surnageant
de nos cultures de cellules cicatricielles de passage primaire récolté aux jours 4-7,
pour une période de 5 jours. La figure 3.6A présente les cellules PC12 non-stimulées
et la figure 3.6B les cellules PC12 différenciées avec des prolongements
membranaires suite à l’exposition au surnageant pendant une période de 5 jours. La
figure 3.6C présente des cellules PC12 stimulées directement avec 5Ong/ml de 2.5S
NGF pour la même période de temps. On observe la même différenciation qu’avec le
surnageant. La différenciation des PCI2 est également accompagnée de l’organisation
des neurofilaments-M au niveau du cytoplasme et des prolongements neuronaux
(figure 3.6E) par rapport au basal (figure 3.6D). Une analyse quantitative permettant
d’évaluer les prolongements membranaires suite à la différenciation des cellules PC12
après l’application des différents milieux a été faite sur 188 cellules stimulées au
surnageant cellulaire, 30 cellules stimulées avec 5Ong/ml de 2.5$ NGF et 57 cellules
stimulées avec lOOng/ml de 2.5$ NGf. Cette analyse a été faite grâce au logiciel
Adobe Photoshop 6.0 en déterminant le ratio des longueurs des neurites/corps
cellulaires. Ces données se retrouvent dans le tableau f de la figure 3.6.
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. Ratio neurite/corps Nombre de cellulesStimulants
cellulaire evaluees
Surnageant cellulaire 4.8 ± 0.54 n1 88
2.5S NGF 5Ong/ml 6.03 ± 0.68 n=30
2.5S NGF lOOng/rnI 5.86 ± 0.37 n57
figure 3.6: Différenciation des cellules PC12. A Photo prise en contraste de phase
de cellules PCY2 non-différenciées et B différenciées suite à l’application du
surnageant récolté au jour 4-7 d’une culture de cellules cicatricielles d’une semaine; C
différenciées lorsque stimulé directement avec 50nglml de NGF. D Expression de NF
M de manière diffuse et non-organisée chez les cellules PC12 non-différenciées. E
Organisation de NF-M au niveau du cytoplasme et des prolongements membranaires
chez les cellules PC12 différenciées suite au traitement avec le surnageant d’une
culture de cellules cicatricielles d’une semaine F Tableau des ratio des longueurs des
neurites/corps cellulaires des cellules PC12 selon les différentes conditions de
stimulation. (63X) Échelle: lOjim
F
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Suite à ces résultats, on a commencé à regarder différents marqueurs spécifiques aux
neurones des protéines ont été choisi, pour chaque classe de cellules retrouvé au
niveau du SNC : la NF-M, la peripherin et la GAP-43 pour les neurones, la GFAP
pour les astrocytes et la MOSP pour les oligodendrocytes. Ces protéines semblaient
être les plus représentatives de ces types cellulaires, et exprimées de manière assez
spécifique à chaque classe.
Figure 3.7 : Marquage spécifique de neurofilament-M (NF-M; 145kDa).
Neurofilament-M (NF-M) étant une protéine qui est spécifiquement retrouvée dans les
cellules neuronales adultes.’47 On peut observer au niveau des figures 3.7A et B un
marquage positif retrouvé dans nos cellules d’aspect neuronal. Par contre, les
neurones semblent avoir deux patrons d’expression différents cytoplasmique avec
des grains plus, ou moins bien définis. La protéine se retrouve également au niveau
des neurites. De manière surprenante, on retrouve aussi un marquage positif de NF-M
au niveau des myofibroblastes (figure 3.7C) avec des filaments organisés à des degrés
variables. On n’obtient par contre aucun marquage de NF-M dans les fibroblastes NIH
3T3 (figure 3.7D) qui n’ont aucun lien avec l’environnement cicatriciel. Les différents
paramètres (laser et logiciel) sont maintenus entre les photos afin de pouvoir les
comparer.
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Figure 3.7: Marquage spécifique de neurofilament-M (NF-M; 145 kfla). A-B
Deux différents patrons d’expression de NE-M au niveau des neurones (cortical et
granulaire cytoplasmique). C Expression de NE-M au niveau des myofibroblastes
avec une organisation des filaments plus ou moins bien définie. D Population de









Figure 3.8: Marquage spécifique de Peripherin.
La peripherin est également une protéine retrouvée uniquement dans les neurones du
SNP adulte et du SNC en développement.899° On a obtenu un marquage positif avec
des filaments plus ou moins bien définis tant dans nos cellules d’aspect neuronal
(Figure 3.$A) que dans nos myofibroblastes (figure 3.8B). Aucun marquage nucléaire
n’a été observé. On n’a également obtenu aucun marquage dans les fibroblastes NIH
3T3 (figure 3.8C). Les différents paramètres (laser et logiciel) sont maintenus entre
les photos afin de pouvoir les comparer.
À Cellules d’aspect B Myofibroblastes C Cellules NUI 3T3neuronal
Figure 3.8: Marquage spécifique de Peripherin. A Cellules d’aspect neuronal
exprimant la protéine peripherin au niveau cytoplasmique. B Deux patrons
d’expression distincts dans les myofibroblastes: cytoplasmique granulaire suivant ou
non les filaments d’actine. C Population de fibroblastes NIN 313 n’exprimant pas la
protéine spécifique aux neurones peripherin (63X). Échelle: lOprn
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Figure 3.9: Marquage de Growth-associated protein-43 (Gap-43).
Cette protéine est retrouvée principalement au niveau des cônes de croissance des
neurones lors du développement de ces derniers dans le SNC et SNP.149’5° Dans le
cas présent, deux patrons d’expression différents ont été observés dans nos cellules
d’aspect neuronal (figure 3.9A et B): les deux neurones ont un marquage
cytoplasmique granuleux mais l’expression de la protéine au niveau du noyau est
variable (flèches).
figure 3.9: Marquage de Growth-associated protein-43 (Gap-43). Deux
différentes cellules d’aspect neuronal exprimant la protéine Gap-43 selon différents
patrons: marquage cytoplasmique granulaire d’intensité variable avec A et sans B
marquage nucléaire (flèches). (63X) Échelle: lOj.tm
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Figure 3.10 : Marquage spécifique de GIiaI-fibrillary acidic proteinQ (GFAP).
La protéine GFAP est principalement exprimée par les cellules gliales matures de la
lignée astrocytaire.153’ Son expression dans notre culture cellulaire nous
démontre donc que notre groupe de cellules ectopiques d’aspect neuronal serait
composé non seulement de neurones, mais également de cellules de la lignée gliale,
ou d’astrocytes. Un marquage nucléaire fort et cytoplasmique granulaire est observé
en ce qui a trait aux astrocytes (figure 3.1OA), et deux patrons d’expression distincts
sont présents au niveau des myofibroblastes (figure 3.1 OB) : cytoplasmique granulaire
suivant ou non les filaments d’actine, avec un marquage nucléaire d’intensité variable.
Toujours aucun marquage n’est observé dans les fibroblastes NIH 3T3 (figure 3.1OC).
Les différents paramètres (laser et logiciel) sont encore une fois maintenus entre les
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Figure 3.10: Marquage spécifique de Glial-fibrillary acidic protein (GFAP). A
Cellules d’aspect neuronal exprimant la protéine GFAP dans le cytoplasme et le
noyau. B Deux patrons d’expression distincts dans les myofibroblastes:
cytoplasmique granulaire suivant ou non les filaments d’actine, avec un marquage
nucléaire d’intensité variable. C Population de fibroblastes NU-I 313 n’exprimant pas
la protéine spécifique aux astrocytes GfAP (63X). Échelle: 1 Oj.un
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Figure 3.11 : Marquage spécifique de la Myelin-oligodendrocyte
specific protein (MOSP).
Une seconde population de cellules de la lignée gliale a été identifiée dans nos
cultures cellulaires: les oligodendrocytes, marqués par la protéine MOSP.’71’72 Le
marquage de ces cellules est cytoplasmique granuleux sans marquage au noyau (figure
3.11A et B). Cette protéine n’est, par contre, qu’exprimée très faiblement dans les
myofibroblastes.
Figure 3.11 : Marquage spécifique de Myelin-oligodendrocyte specific protein
(MOSP). A-B Trois oligodendrocytes ayant un marquage cytoplasmique granulaire
sans marquage nucléaire. La protéine se trouve également dans les prolongements
membranaires. (63X) Échelle: lOj.tm
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Figure 3.12 Expression de la tyrosine hydroxylase dans les
cellules neuronales au sein d’une culture de cellules cicatricielles
d’une semaine.
Les neurones sympathiques matures expriment l’enzyme tyrosine hydroxylase, qui est
impliquée dans la synthèse des catécholamines (conversion de la tyrosine en dopa). La
présence de cette protéine dans nos cellules d’aspect neuronal nous donne donc de
l’information sur le type de neurones qui peut être présent, en plus de suggérer un rôle
de ces neurones dans la cicatrice. Il a donc été possible d’identifier par PCR la
présence de l’ARNm de la tyrosine hydroxylase (figure 3. 12A), en plus d’identifier
par immunofluorescence sa présence dans les cellules neuronales (figure 3.1 2C), en
colocalisation avec la protéine peripherin (figure 3.1211). Son expression est
principalement localisée dans la région périnucléaire, en plus d’avoir un signal








figure 3.12: Expression de la tyrosine hydroxylase dans les cellules neuronales
au sein d’une culture de cellules cicatricielles d’une semaine. A PCR fait sur des
myocytes néonataux (NNVM), de cellules cicatricielles d’une semaine en culture de
premier passage (PP-SCAR) et de tissus cicatriciels totaux (Infarct). Expression de la
peripherin B et de la tyrosine hydroxylase C dans les neurones possiblement
sympathiques. (63X) Échelle: iOjim
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3.3 Troisième partie:
Origïne des cellules neuronales : Caractérïsation des
cellules souches neuronales (CSN)
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La population cellulaire ectopique semble donc avoir des traits neuronaux et gliaux.
Par contre, on ne sait toujours pas l’origine de ces cellules. Plusieurs hypothèses
s’offrent à nous quant à leur provenance: soit que ces cellules font déjà partie du tissu
myocardique de manière différenciée, soit qu’elles y résident de manière non
différenciée, ou soit que ces cellules ne sont pas présentes dès le départ dans le
myocarde, et migrent au site de lésion suite à l’infarctus. Puisque la littérature au
niveau de la cicatrice cutanée parle déjà de la présence de cellules souches qui
auraient la potentialité de se différencier en cellules neuronales et gliales, on tout
d’abord voulu vérifier leur présence au niveau de la cicatrice cardiaque.
Figure 3.13 : Expression de la protéine spécifique aux cellules
souches neuronales Nestin.
Tous les types cellulaires de la lignée neuronale sont retrouvés au niveau de la
cicatrice cardiaque suite à un infarctus d’une semaine (neurones, astrocytes,
oligodendrocytes). L’origine de ces cellules au sein de la cicatrice est encore
inconnue, mais une de nos hypothèses est que ces cellules proviendraient de la
différenciation de cellules souches neuronales (CSN). Ces cellules ont comme
marqueur spécifique la protéine nestin, une protéine qui forme un des filaments
intermédiaires des cellules non-différenciées. Cette protéine est effectivement
exprimée par nos cellules d’aspect neuronal en culture (in vitro) et in vivo. Les figures
3.13 A et B présentent deux CSN en culture qui expriment avec une très forte intensité
la protéine nestin. On peut également retrouver ces cellules dans le coeur entier
(observé par immunofluorescence et contraste de phase à 1OX) en très grand nombre
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dans la zone péri-1M, ainsi que dans la zone 1M, et en nombre moins important dans la
zone non-infarcie (NILV; non-infarcted lefi ventricle), entre les myocytes (voir figure
3.1 3 C-D). Le coeur normal ne contient peu ou pas de cellules exprimant nestin (figure
3.13E-F). Une cellule marquée positivement à nestin identifiée in vivo à fort
grossissement (63X) peut également être observée (figure 3.13 G).
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Figure 3.13 : Expression de la protéine spécifique aux cellules souches neuronales
Nestin. Culture cellulaire (in vitro) démontrant deux cellules d’aspect neuronal
exprimant la protéine nestin qui est propre aux CSN (A-B). Photos prises par
immunofluorescence (C-E) et contraste de phase (D-F) à 1OX de coupes de 14 jmi de
coeur infarcie d’une semaine (C-D) et de coeur normal (E-F) : présence de cellules
marquées à nestin dans la zone 1M, péri-1M et entre les myocytes (NILV) à 1OX (C) et
à 63X (G) et absence de ces cellules au niveau du coeur normal (E). Echelle: C-F =
lOOpm;A-BetG= lOitm
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Figure 3.14 : Astrocytes réactifs.
Les astrocytes réactifs proviennent de la différenciation des cellules souches
neuronales (CSN) suite à l’exposition à des stimuli précis, libérés par exemple, suite à
une blessure. Ces cellules possèdent des caractéristiques des astrocytes matures, en
plus d’avoir conservé quelques propriétés des CSN. En effet, les astrocytes réactifs
exprimeront les filaments intermédiaires nestin et vimentin, en plus d’exprimer GFAP
de manière simultanée, protéine qui est normalement retrouvé dans les astrocytes
matures.99’°0 Un marquage de nestin colocalisé avec GfAP (figure 3.14A et B
respectivement) a été obtenu, de même que la colocalisation de vimentin avec GfAP
(figure 3.14C et D), ce qui permet de conclure en la présence d’astrocytes réactifs au
sein de la cicatrice cardiaque.
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Figure 3.14 : Astrocytes réactifs. Co-expression de nestin A et de glial-fibrillary
acidic protein (GfAP) B. Co-expression de vimentin C et de GFAP D. (63X)
Échelle: lOjim
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Figure 3.15: Neurones à différents stades de différenciation.
o
Au cours du développement des neurones, l’expression de nestin est peu à peu
remplacée par celle de filaments intermédiaires matures, comme par exemple
neurofilament-M (NF-M). Il est possible d’observer ce phénomène de transition de
l’expression de ces filaments suite à la maturation cellulaire dans notre culture
cicatricielle. La figure 3.15 montre la présence de neurones à différents stades de
différenciation : l’intensité de l’expression de nestin est inversement proportionnelle à
celle de NFM. Plus la cellule est mature, moins elle exprime nestin, et plus elle
exprime Nf-M (figure 3.15A et B). Un stade intermédiaire peut également être





Figure 3.15: Neurones à différents stades de différenciation. Quatre cellules
identifiées avec un patron d’expression différent de neurofilament-M (NF-M; 145
kDa) A-C et de nestin B-D. Plus la cellule est différenciée, plus son expression de NF







Il est bien connu que suite à un infarctus du myocarde, la zone infarcie acquerra de
nouvelles propriétés bien différentes de celles du reste du myocarde. En effet, en
réponse à l’occlusion d’une artère coronaire, prendra place le processus de
cicatrisation afin d’éviter une éventuelle rupture ventriculaire. Cette réponse
physiologique essentielle est définie comme étant de la fibrose réparative. Les
principales cellules impliquées dans cette fibrose réparative sont les myofibroblastes,
caractérisés par l’expression de la protéine SMA.
La cicatrice cardiaque et cutanée possède plusieurs points en communs. Tout d’abord,
dans les deux cas, le processus de cicatrisation est initié par une inflammation aigue,
accompagnée d’une libération importante de cytokines et de médiateurs chimiques de
toute sorte. D’autre part, dans les deux types de cicatrice, le principal type cellulaire
retrouvé est le myofibroblaste. On verra également une angiogénèse importante dans
les deux cas afin de maintenir le tissu viable. Par contre, cette angiogénèse au niveau
du coeur semble demeurer insatisfaisante pour combler la demande en oxygène du
myocarde. Ce faisant, la zone infarcie au niveau du coeur restera hypoxique.
Une autre différence majeure retrouvée entre les deux types cicatriciels réside au
niveau de la permanence de ces dernières. En effet, au niveau de la peau, une fois que
le tissu est réparé, aseptisé et remplacé par du tissu d’origine, la cicatrice faite de
déchets, de structures transitoires et de myofibroblastes tombe sans laisser de trace.
Par contre, ceci n’est pas le cas au niveau du coeur. La cicatrice résidera de manière
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permanente au sein du tissu myocardique sain, entraînant plusieurs conséquences à
long terme sur la conductivité et la contractilité myocardique.
Plusieurs études ont suggérées l’implication des nerfs sensitifs dans l’amélioration de
la guérison cicatricielle au niveau cutané, en plus de la synthèse du facteur
neurotrophique NGf par les myofibroblastes invasifs facilitant ce processus9’ 12, 87, Iii-
112, 116-117 De plus, une étude récente a identifié un type de cellules souches
multipotentes dans le derme de la peau qui aurait la capacité de se différencier en
cellules neuronales et qui pourraient avoir des implications dans la cicatrisation
cutanée suite à une blessure.’35 Il a de plus été démontré que des cellules souches
localisées dans le SNC pouvaient migrer au site d’une blessure avant de s’y
différencier en types neuronaux, afin de participer à ce processus de guérison
tissulaire, et ce, tant au niveau du SNC lui-même qu’au niveau de la peau ou des
muscles.’24128’ 134-131 Tout ceci suggère que le recrutement de cellules souches
neuronales en réponse à une blessure représente un phénomène physiologique
conservé, indépendamment du site de la blessure.
Puisque la région cicatricielle du coeur suivant un infarctus du myocarde démontre une
capacité de recrutement des cellules souches (conditions similaires à celles retrouvées
au niveau de la cicatrice cutanée), ceci nous a poussé à examiner la possibilité de leur
recrutement, ainsi que de leur différenciation en types neuronaux afin de participer à
la guérison cicatricielle au niveau du coeur, ainsi qu’à d’élucider le rôle potentiel des
myofibroblastes dans ce phénomène, via la synthèse de NGf.
o111
Cette discussion sera divisé en trois parties: une première partie servant à la
caractérisation de la cicatrice cardiaque suite à un infarctus du myocarde, une seconde
servant à la caractérisation d’une population ectopique de cellules au niveau de la




C Caractérisation d’une culture de cellules cicatriciellesd’une semaine post-infarctus.
Suite à l’occlusion de l’artère coronaire descendante gauche d’un coeur de rat, la perte
de tissu ventriculaire fonctionnel causée par l’infarctus est associée à une diminution
de la pression systolique ventriculaire gauche, de la vitesse de contraction (+dP/dt) et
de relaxation (-dPldt) (résultats non présentés). Une fois les analyses
hémodynamiques faites, la zone infarcie de coeur a été enlevée et mise en culture suite
à une série de digestions (voir méthodologie). Trois à cinq jours suivant la mise en
culture initiale, l’analyse des populations cellulaires a été effectuée. Deux populations
cellulaires distinctes ont été observées (Figure 3.1): une population de cellules avec
des corps cellulaires d’aspect plus rond et lumineux comprenant un ou plusieurs
prolongements membranaires (ayant la morphologie de neurones), parsemée parmi les
myofibroblastes. Les marquages positifs des myofibroblastes à la SMA et la vimentin
(Figure 3.2) confirme que les cellules mises en culture sont bien des cellules
cicatricielles, tel que rapporté dans la littérature.9’ 143 Après 6-9 jours en culture, il a
été possible d’observer des contacts entre les prolongements membranaires de la
population ectopique d’aspect neuronal (Figure 3.lB, flèche). Après 14 jours de
culture, le nombre total de cellules d’aspect neuronal (évalué de manière qualitatif) a
clairement augmenté, puis une agrégation cellulaire formant une crête est devenue
visible (figure 3.1 C). Cette population cellulaire ectopique a également été observée




Les sceptiques pourraient penser que les cellules mises en culture ne proviennent pas
uniquement de la zone cicatricielle d’un coeur post-IM, mais qu’elles pourraient
contenir une certaine contamination par du tissu sain entourant la cicatrice. Puisque la
zone infarcie du ventricule gauche, suite à un infarctus d’une semaine est facilement
discernable du tissu non-infarcie grâce à sa couleur (due à l’ischémie), et que nous
disséquons une partie supplémentaire de tissu autour de la cicatrice excisée, nous
croyons que le tissu récolté et mis en culture représente exclusivement du tissu
cicatriciel. D’autre part, nous avons déjà déterminé dans des études antérieures que la
taille de l’IM était en corrélation avec la fonction cardiaque.’75 Les résultats obtenus
dans cette section au niveau des photographies prises en contraste de phase et en
immunofluorescence sont donc cohérents avec nos attentes quant à la présence des
myofibroblastes. On peut donc affirmer que la population cellulaire ectopique réside
au sein de la cicatrice cardiaque d’une semaine.
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4.2 Deuxième partîe:
Caractérisation de la population cellulaire ectopique
(neurones, astrocytes et oligodendrocytes) au sein
d’une culture de cellules cicatricielles d’une semaine
post-i nfarctus.
La seconde partie du travail consistait à caractériser pour finalement identifier cette
population cellulaire d’aspect neuronal. Puisque des études faites sur la cicatrice
cutanée avaient démontré la grande production de NGf par les myofibroblastes,’2 et
que cette neurotrophine est, entre autre, impliquée dans le développement des
neurones, mais également dans la différenciation des cellules souches neuronales en
neurones,40 on a vérifié si sa présence était également détectée dans la cicatrice
cardiaque. On a réussi à démontrer par immunofluorescence qu’il y avait non
seulement présence de NGF et de ses récepteurs TrkA et p75 dans nos cellules
d’aspect neuronal (figure 3.3C, 3.4B et D), mais également dans nos myofibroblastes
(figure 3.3A et B, 3.4A et C), malgré la variabilité de leur patron d’expression. En
effet, le NGF se retrouvait parfois sur les filaments d’actine, mais d’autre fois, le
patron était plutôt diffus au niveau du cytoplasme. Ceci peut être expliqué par le fait
que l’actine, présente au niveau des myofibroblastes, peut être retrouvée sous une
forme dissociée ou sous une forme de fibres de stress, tout dépendant de l’état dans
lequel la cellule se trouve et, de l’environnement. L’analyse par immunobuvardage
des cellules cicatricielles passagées a révélé plusieurs bandes immunoréactives pour le
NOF, soit à —27 et -—-19 kDa, qui représentent des formes de NGf immature (prépro- et
pro-NGf) à divers degrés de transformation (figure 3.3E). Ces mêmes bandes ont
également été détectées dans une culture de cellules provenant du tissu ventriculaire
o
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de la zone non-infarcie du coeur, mais à un degré d’expression moindre (plus faible
Ç intensité des bandes). D’une manière surprenante, il a également été possible de voir
l’expression de NGF au niveau des fibroblastes ventriculaires de coeur normal, mais
son expression était très variable selon les expériences, et de plus faible intensité.
Une autre neurotrophine produite par nos populations cellulaires cicatricielles a été
identifiée: BDNF est exprimé dans les deux populations, mais d’une manière plus
importante au niveau des cellules d’aspect neuronal (figure 3.3D). Une étude plus
approfondie concernant ce facteur neurotrophique devra être poursuivie afin de
vérifier la présence de ses récepteurs, son activité, sa sécrétion et son rôle au niveau de
la cicatrice cardiaque.
La présence de NGF biologiquement actif dans le surnageant de nos cultures de
cellules cicatricielles a également été validée par ELISA (figure 3.5) et une
augmentation temporelle dans la sécrétion de ce facteur a également été observée, ce
qui peut être dû en partie à l’augmentation du nombre de cellules en culture, mais
également à l’effet autocrine et paracrine de ce facteur neurotrophique qui stimule sa
propre production.’° Il serait intéressant de vérifier cette sécrétion peptidique in vivo,
tant sur la cicatrice que sur les zones non infarcies du coeur, à différents temps de
sacrifice après un 1M. Ces résultats seraient probablement plus représentatifs de la
réalité, et éviterait l’utilisation de résultats biaisés par la culture cellulaire.
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Quant aux résultats obtenus par immunofluorescence concernant le NGF et ses
C récepteurs, il nous semblait surprenant d’obtenir des marquages si intenses au niveau
des noyaux. En effet, la littérature connue concernant les récepteurs capables de se
transioquer au niveau nucléaire semblait se limiter aux récepteurs des hormones
sexuelles (estrogène, testostérone, etc.). Par contre, une étude récente a démontré qu’il
existerait une transiocation du complexe NGF-récepteur au niveau du noyau afin
d’aller agir directement sur la transcription génique.4’ De plus, plusieurs autres
récepteurs à activité tyrosine kinase se transioquant au noyaux suite à leur activation
ont été identifiés au cours des dernières années, tels que les récepteurs au FGF et au
EGF.’44’45 Suite à ces observations, le marquage obtenu concernant le NGF et ses
récepteurs ne peux plus être considéré comme un simple artefact ou comme un
marquage non-spécifique de l’anticorps, mais plutôt cormne un événement
physiologique normal. Plusieurs manipulations nous restent par contre à effectuer afin
d’avoir une meilleure compréhension de ce phénomène de translocation. En effet,
l’anticorps utilisé lors de nos expériences reconnaissait la totalité des récepteurs, i.e.
les récepteurs membranaires non conjugués au peptide ainsi que ceux complexés au
NGF, internalisés ou non. Une courbe de temps observant la liaison et l’internalisation
de la protéine serait intéressant à observer (via l’utilisation de deux anticorps : un
reconnaissant la totalité des récepteurs et un second reconnaissant uniquement les
récepteurs phosphorylés liés au NGf). De plus, une étude préliminaire (n2)
démontrant à dans un intervalle de 24h la transiocation de TrkA vers la région
périnucléaire/nucléaire suite à une stimulation avec 1 tg/ml de NGf 2.5S a été
effectuée sur des fibroblastes isolés du ventricule gauche de coeur normal (résultats
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non démontrés). Cette étude devra être approfondi afin d’obtenir des images à des
temps plus rapprochés afin d’avoir une meilleur idée de la dynamique de
transiocation.
L’activité neurotrophique du milieu cicatriciel a ensuite été vérifiée à l’aide de
cellules de phéochromocytome (PC 12). En effet, il est très bien établi par la littérature
que l’exposition de ces cellules à un facteur neurotrophique stimule leur
différenciation en un phénotype neuronal.77 L’exposition de ces cellules non
différenciés (figure 3.6A) au surnageant de la culture de cellules cicatricielles d’une
semaine post-IM de passage primaire pendant une période de 5 jours a effectivement
induit leur différenciation en cellules pourvus de multiples prolongements neuronaux
(figure 3.6B). Un contrôle a été effectué pour vérifier si le milieu de culture utilisé
(filS 7%) contenait les facteurs stimulants la différenciation des cellules PC12, mais
aucun prolongement membranaire n’a été observé (résultats non-démontrés). Ceci
nous démontre que les facteurs entraînant la différenciation cellulaire en un phénotype
neuronal proviennent des cellules cicatricielles, et non du milieu de culture. Par
contre, on connaît la composition du surnageant en ce qui a trait au NGf
(concentration déterminée par FUSA), on sait qu’il y a probablement du BDNF de
libéré par les cellules (démontré par immunofluorescence, mais à des concentrations
non déterminées), mais on ne sait pas si il y a d’autres facteurs présents dans le
surnageant cellulaire qui pourraient participer à cette différenciation. Ces résultats
nous permettent donc de dire qu’il y a effectivement des facteurs sécrétés par les
cellules cicatricielles, comprenant le NGF et le BDNf, que ces facteurs participent à
la différenciation des cellules PC12, qu’ils pourraient être impliqués dans la survie et
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la différenciation des cellules neuronales24 au niveau de la cicatrice cardiaque, en plus
C de jouer un rôle direct dans la formation de la cicatrice via l’induction du phénotype
myofibroblastique, ainsi qu’un rôle secondaire en stimulant l’angiogénèse83’ 87, 170
Cependant, on ne peut pas dire à ce stade de l’étude qu’il s’agit des seuls facteurs
impliqués dans ce phénomène. Une manière pour déterminer si d’autres facteurs sont
impliqués dans cette différenciation cellulaire est d’utiliser une technique de
«blocking peptide », i.e. de neutraliser tout le NGf et le BDNf présent dans le milieu
à l’aide d’anticorps et de stimuler les PCY2 avec ce nouveau milieu. Des dosages par
ELI$A devront être effectués préalablement afin de s’assurer que la totalité du NGF et
du BDNF ait été neutralisé. Ensuite, dans le cas où il resterait des facteurs actifs
impliqués dans la différenciation cellulaire, une analyse complète du surnageant devra
être effectuée afin de mieux comprendre l’environnement cicatriciel au niveau du
coeur.
Conséquemment à ces résultats, on a regardé l’expression et l’organisation de Nf-M
(figure 3.6) dans les cellules PC 12 exposées au surnageant pour la même période de
temps. Conformément aux résultats déjà démontrés dans la littérature’76’ 178 on peut
voir une expression de NF-M en condition basale (figure 3.6D), ainsi qu’une
organisation des filaments au niveau des prolongements membranaires suite à la
différenciation cellulaire causé par le surnageant (figure 3.6E). Une comparaison de
l’intensité de l’expression de la protéine entre les cellules basales et différenciées avec
le milieu cellulaire serait intéressante à faire, puisque la régulation de l’expression de
la protéine est dépendante du stade de différenciation cellulaire.’76’ 178
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Puisque l’environnement cicatriciel semble être propice au développement desÇ cellules neuronales, nous avons vérifié quelques marqueurs spécifiques aux neurones
dans les cellules en culture. Il est bien de préciser à ce stade que la classification
cellulaire en fonction de marqueurs protéiques n’est pas définitive et absolue.
Plusieurs types cellulaires peuvent exprimer la même protéine, mais ce qui fait qu’elle
est spécifique et caractéristique à un type cellulaire en particulier dépend de plusieurs
autres critères. Par exemple, on retrouve l’expression de la NF-M dans les
neurones’47, mais également dans les cellules PC12 non différenciées.’77 Par contre,
une différence majeure existe au niveau morphologique: les neurones ont une
morphologie très caractéristique de leur classe, avec de longs prolongements
membranaires (axone et dendrites), tandis que les cellules PC 12 ont une morphologie
beaucoup plus simple, ronde, sans prolongement membranaire lorsque non
différenciées. D’autre part, le groupe de Leinwand et al. ont démontré que les
myofibroblastes exprimaient, dans certaines conditions, les chaînes lourdes de la
myosine sarcomérique et squelettique (sarcomeric and skeletal myosin heavy chain),
mais n’était par contre pas défini comme étant des cellules musculaires cardiaques ou
squelettiques.’73 De plus, une étude récente a démontré que des myofibroblastes
hépatiques isolés d’un foie cinhotique co-exprimeraient la SMA, la GFAP, la
molécule d’adhésion des cellules neuronales (neural-cell adehision molecule), la
synaptophysin et plusieurs facteurs neurotrophiques.’74 Dans cette étude, l’auteur ne
définit pas les myofibroblastes comme étant des cellules neuronales ou astrocytiques,
puisque ces cellules s’y distinguent par leur morphologie. Ceci dit, les critères
principaux sur lesquels notre étude a été basée ont été en premier lieu la morphologie
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cellulaire (forme et taille), ainsi que l’expression de certaines protéines les plus
Ç représentatives de la classe cellulaire regardée. Cette caractérisation n’est pas
définitive et absolue, c’est-à-dire qu’afin de valider une identité cellulaire, plusieurs
marqueurs devront être regardés, et souvent co-exprimés, en plus de déterminer la
fonction précise qu’exerce le type cellulaire en question. Ceci est le début de l’étude,
et beaucoup reste encore à faire.
Les premières protéines observées étaient la neurofilament-M (Nf-M) et la peripherin,
qui forment des filaments intermédiaires retrouvés dans les neurones matures
seulement. Un marquage positif a été obtenu dans le s cellules d’aspect neuronal
(figures 3.7A et B, 3.$A). De manière surprenante, nous avons également obtenu un
marquage positif dans les myofibroblastes, avec une organisation variable des
filaments (figures 3.7C, 3.$B). L’hypothèse de la non-spécificité de nos anticorps fut
éliminée grâce à la reprise de l’expérience sur des fibroblastes NIH 3T3. En effet,
aucun signal ne fut détecté dans ces fibroblastes (figures 3.7D et 3.$C). Les
mécanismes impliqués dans l’expression de ces protéines neuronales dans les
myofibroblastes restent par contre à déterminer. Il serait tentant de penser que
l’expression de ces protéines pourrait dépendre en partie de l’environnement
pathologique présent au niveau du coeur suite à un infarctus (quantité importante de
facteurs inflammatoires et neurotrophiques libérés), et que cette dite expression
représenterait un phénotype secondaire à leur identité.
Une autre protéine neuronale a été identifiée dans les cellules cicatricielles, qui est
habituellement impliquée dans la croissance des cônes axonaux des neurones en
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développement: la gap-43. Le patron d’expression des neurones s’est avéré variable
en ce qui a trait au noyau (certaines avaient un noyau très fortement marqué, d’autre
pas), mais sa distribution cytoplasmique (granuleux diffus) est restée constante (figure
3.9A et B). Un signal négligeable a été observé au niveau des myofibroblastes.
Les différences morphologiques observées en contraste de phase entre les différentes
cellules ectopiques (variabilité dans le nombre et la longueur des neurites) nous a
poussé à vérifier s’il y avait aussi présence de cellules de la lignée gliale, soient des
astrocytes et des oligodendrocytes/cellules de Schwann. On a obtenu un signal positif
pour la GFAP (protéine exprimée par les astrocytes; figure 3.10) et la MO$P (protéine
exprimée par les oligodendrocytes/cellules de Schwann; figure 3.11) dans un bon
nombre de cellule de la population d’aspect neuronal. La GfAP a une fois de plus été
exprimée par les myofibroblastes selon des patrons d’expression variables (marquage
nucléaire et cytoplasmique suivant ou non les filaments d’actine), mais toujours aucun
marquage n’a été détecté au niveau des fibroblastes NIH 313, suggérant encore une
conséquence de l’environnement sur les myofibroblastes.
Afin de mieux comprendre la présence de ces cellules, il nous fallait comprendre à
quel genre de neurones nous avions à faire. On a tout d’abord regardé si ces cellules
contenaient la machinerie nécessaire à la synthèse de neurotransmetteurs
adrénergiques. On a trouvé un marquage positif à l’enzyme tyrosine hydroxylase dans
des cellules de la cicatrice cardiaque exprimant la peripherin (figure 3.1 2B-C) in vitro,
en plus d’avoir été détectée par PCR (figure 3.12A PP-SCAR in vitro et Infarct in
vivo). Par contre, aucune détection n’a été obtenue dans les myocytes néonataux, qui
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consistait notre contrôle négatif. La tyrosine hydroxylase participe à la synthèse des
C catécholamines dans les neurones sympathiques matures. Donc, en plus de fournir un
indice supplémentaire sur l’identité de ces cellules, l’expression de cette protéine
suggère un rôle potentiellement sympathique de ces neurones au sein de la cicatrice.12
Une limitation rencontrée au travail effectué consiste en la spécificité des anticorps
utilisés. II est facile de se demander si le marquage plutôt inattendu obtenu dans des
myofibroblastes est vraiment spécifique ou s’il ne dépend pas plutôt de la non-
spécificité des anticorps. Plusieurs contrôles ont été effectués : spécificité des
anticorps secondaires, contrôle positif de chaque anticorps vérifié sur une culture de
neurones et d’astrocytes mésencéphaliques et contrôle négatif des mêmes anticorps
sur les fibroblastes NIH 313. On a également testé plusieurs modifications au
protocole d’immunofluorescence en fonction des différents protocoles retrouvés dans
la littérature afin de voir si les variations dans les techniques de fixation ou
d’incubation pouvaient affecter le marquage. Tous ces contrôles se sont avérés justes.
D’autre part, des résultats préliminaires d’immunobuvardage sur chaque protéine
regardé dans cette section ont été obtenus, confirmant les marquages obtenus par
immunofluorescence.
Les divers marquages effectués par immunofluorescence nous ont donc démontré la
présence, non pas d’une seule population cellulaire ectopique dans la cicatrice
cardiaque, mais bien d’une nouvelle variété cellulaire. En effet, des neurones, des
astrocytes et des oligodendrocytes/cellules de Schwann sembleraient être présents et
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pourraient être impliqués dans la cicatrisation. Les divers résultats obtenus nous
suggèrent que le microenvironnement cicatriciel rencontré au niveau du coeur suite à
un infarctus du myocarde serait favorable à la présence et au développement de ces
types cellulaires, mais dans quel but? Même si leur présence a été identifiée, l’origine
précise de ces cellules reste encore inconnu. La partie qui suit donne une hypothèse
sur l’origine potentielle de ces cellules.
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4.3 Troisième partie:
Origine des cellules neuronales : caractérisation des
cellules souches neuronales (CSN) au sein de la
cicatrice cardiaque.
L’hypothèse directrice concernant l’origine des cellules neuronales reposait sur
l’implication des cellules souches. Notre travail consistait à démontrer la présence de
ce type cellulaire par des marqueurs spécifiques. Puisque la réserve adulte de cellules
neuronales provient des cellules souches neuronales (C$N), c’est ce type de cellules
souches qui fut recherché. Le marqueur connu in vivo des CSN est la nestin, une
protéine qui forme un type de filaments intermédiaires dans ces cellules, qui est
également exprimée dans les neurones et cellules gliales en développement, mais qui
est remplacée peu à peu par d’autres protéines spécifiques à chaque lignée neuronale
lors de la maturation.184 La figure 3.13A et B présente deux cellules neuronales en
développement exprimant la protéine nestin in vitro, confirmant notre hypothèse sur la
présence de CSN. Cette protéine est exprimée uniquement dans la population
cellulaire ectopique. Aucun marquage n’a été détecté dans les myofibroblastes. Des
résultats préliminaires obtenus sur des cryocoupes tissulaires de coeurs avec un
infarctus d’une semaine ont également démontré la présence de ces cellules en
périphérie et dans l’infarctus (figure 3.13C-G). On peut également observer la
présence de ces cellules entre les myocytes dans le tissu sain du ventricule gauche. En
condition normal, ce sont les fibroblastes qui résident entre les fibres myocardiques,
alors il serait tentant de penser que 1- les fibroblastes, en condition pathologique, se
dédifférencient en un stade plus précaire, pluripotent, pour se redifférencier en cellules
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neuronales, ou que 2- le tissu myocardique contient un réservoir de cellules souches
C neuronales dispersé entre les myocytes.
De plus, il a été démontré dans la littérature, à plusieurs reprises, que suite à une
blessure au niveau de la colonne vertébrale, les cellules épendymaires retrouvées dans
les ventricules cérébraux se différencient en astrocytes réactifs”°, exprimant à la fois
la nestin (marqueur des CSN), la vimentin et la GfAP (marqueur des astrocytes
matures).99’°° Ces cellules migrent ensuite au site de lésion de la moelle épinière pour
y former une cicatrice gliale. Ces cellules épendymaires sont donc considérées comme
ayant la potentialité des cellules souches neuronales. 125 Puisque les stimuli impliqués
dans la différenciation des cellules épendymaires en astrocytes réactifs proviennent
principalement du site de blessure, on a supposé que ce modèle pouffait être maintenu
dans le coeur et que nous pourrions également y voir la présence d’astrocytes réactifs.
On a donc vérifié leur présence au niveau de la zone infarcie du coeur. La figure 3.14
montre la colocalisation des trois marqueurs spécifiques de ces cellules (nestin,
vimentin et GfAP). Dans la situation actuelle, on pourrait penser que la participation
de ces cellules dans le site de lésion aurait un but similaire à celui retrouvé au niveau
du SNC : la formation d’une cicatrice gliale.
On a également pu observer plusieurs stades de différenciation des C$N en neurones
(figure 3.15). En effet, ces stades ont pu être observés grâce à la transition de
l’expression des filaments intermédiaires spécifiques aux neurones neurofilaments-M
versus l’expression de nestin. En effet, on a pu voir que plus l’expression de NF-M
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augmentait, plus l’expression de nestin diminuait. Des stades intermédiaires ont
C également été obseés (figure 3.15C et D). D’autres protéines régulées par le
développement devront par contre être regardé afin de confirmer les résultats obtenus.
Plusieurs étapes restent à franchir avant de pouvoir affirmer avec une conviction
absolue qu’il y a bel et bien des cellules souches au niveau du coeur qui, suite à une
pathologie coronarienne comme un infarctus du myocarde, se différencieraient en
cellules neuronales et gliales et participeraient à la cicatrisation. On n’a aucun doute
sur la présence d’une population cellulaire ectopique au tissu sain, par contre,
plusieurs autres marqueurs devront être testés avant d’affirmer sans l’ombre d’un
doute leur identité. De plus, cette première caractérisation a été faite en majorité par
immunofluorescence. D’autres méthodes devront être employées afin de donner plus
de valeur à ces résultats. Par exemple, il serait intéressant de vérifier par PCR et
immunobuvardage l’expression de ces mêmes marqueurs.
De plus, pour l’instant, on ne comprend pas vraiment leurs implications dans le
phénomène de cicatrisation, et la seule chose que nous puissions faire est de spéculer
sur leurs rôles potentiels. D’ailleurs, de prime abord, nous attribuerions à ces cellules
un rôle principalement sécrétoire, favorisant une guérison cicatricielle plus rapide et
efficace.
D’autre part, une étude préliminaire d’analyse génétique de la culture de cellules
cicatricielles a été effectuée par «Affymetrix gene chip », une technique qui consiste
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à détecter les gènes qui sont activement exprimés dans nos cellules. Cette étude nous
offre plusieurs lignes directrices que pourrait prendre notre projet. En effet, ce « gene
chip » nous a permis de voir tous les gènes actifs dans ces cellules, comprenant, entre
autre, plusieurs marqueurs spécifiques à chaque lignée neuronale et gliale, ainsi que
l’expression de gènes impliqués dans la formation des axones et des terminaisons
synaptiques, de même que des récepteurs de quelques neurotransmetteurs. Quelques
uns de ces différents gènes d’intérêts ont été listés en Annexe. Ce ne sont pas des
résultats très fiables compte tenu du fait que cette expérience n’a été effectué qu’une
seule fois, mais ces résultats préliminaires nous suggèrent certains marqueurs qui
seraient intéressants d’aller voir plus en détail.
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Conclusion
En résumé, dans la présente étude, on a décrit un phénotype cellulaire basé sur
l’expression de différentes protéines spécifiques. Tout d’abord, la présence
d’astrocytes réactifs a été décrite par la co-expression des protéines nestin, GFAP et
vimentin. En second lieu, on a démontré qu’il existait une régulation réciproque entre
la nestin et la neurofilament-M/ la peripherin, supportant indirectement la présence de
cellules progénitrices (CSN). De plus, la co-expression de la TH et de la peripherin a
souligné un phénotype sympathique de certains neurones. En ce qui concerne les
myofibroblastes, ces cellules ont tout d’abord été caractérisées comme étant les
principaux médiateurs de la fibrose, indépendamment du tissu. Par contre, des études
ont permis d’identifier des protéines exprimées par les myofibroblastes qui n’étaient
pas considéré comme spécifique à ces cellules. Par exemple, deux études (celle de
Leinwand et al.’73 et de Cassiman et •74) ont démontré la présence de
myofibroblastes exprimant des protéines spécifiques aux cardiomyocytes et aux
cellules neuronales. Par contre, les auteurs ne définissent pas ces cellules comme étant
des cardiomyocytes ou des cellules neuronales ou astrocytiques, puisque ces cellules
s’y distinguent par leur morphologie. Leurs résultats appuient tout de même les nôtres
(myofibroblastes co-exprimant la GFAP et la SMA), mais dans un contexte
physiopathologique différent. Les mécanismes impliqués dans l’expression de ces
protéines neuronales dans les myofibroblastes restent par contre à déterminer. Il serait
tentant de penser que l’expression de ces protéines pourrait dépendre en partie de
1’ environnement pathologique présent au niveau du coeur suite à un infarctus, et que
cette dite expression représenterait un phénomène secondaire.
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Directions futures
La suite du projet consistera à renforcir la caractérisation cellulaire en cours, via PCR,
immunobuvardage et autre. Le but de bien caractériser ces cellules est d’une part de
mieux les connaître, et d’autre part de comprendre leurs implications au sein de la
cicatrice. Il serait aussi intéressant de réussir à séparer chaque population cellulaire
afin de pouvoir mieux les étudier, tant au niveau de la différenciation (en les
soumettant à différentes conditions) que de la migration (à l’aide de facteurs
chemoattractifs retrouvés dans la cicatrice par exemple). Cette technique pourrait être
faite par exemple par gradient Ficoil, ou si des marqueurs membranaires sont
identifiés pour chaque sous-population, cette isolation pourrait être faite par une
technique d’anticorps couplés à des microbilles magnétiques, ou par FACS. D’autre
part, l’étude de l’environnement pathologique cicatricielle devra être approfondie afin
de bien comprendre toute la cascade inflammatoire impliquée lors d’un infarctus du
myocarde. De plus, il serait également d’un très grand intérêt de trouver la source des
cellules souches neuronales marquées à nestin présentes dans la cicatrice cardiaque.
Une fois que chaque population sera bien identifiée et que leur source aura été
trouvée, leurs rôles au sein de la cicatrice devront être découverts, mais d’ici là,
beaucoup de travail reste à faire.
La compréhension du phénomène de cicatrisation au niveau du coeur pourrait être
d’un grand secours dans le traitement des maladies coronariennes compte tenu de leur
incidence actuelle. Cette compréhension donnera des avenues de traitement, tant au
niveau pharmacologique que chirurgicale. De plus, une meilleure compréhensionC
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entourant la présence des cellules souches dans le tissu cardiaque et leurs implications
dans le phénomène de cicatrisation, pourrait offrir des moyens palliatifs à la chirurgie,
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Analyse d’un Affymetrix Gene Chip effectué sur des cellutes
cicatricielles de coeur en culture : quelques gènes les plus fortement
exprimés
Le Gene chip a été effectué sur l’ARN total provenant d’une culture de cellules
cicatricielles d’une semaine de passage primaire, suite à une période de culture de 20
jours.
Gènes spécifiques aux oliodendrocytes
Peripheral Myelin protein 22
Myelin basic protein





Gènes spécifiques aux neurones
Neurogenic differentiation- 1
Neuronal regeneration related protein
Homer neuronal immediate early gene- 1, & -3
Intemexin-a (intermediate filament; neuronal progenitor ceils)
Gènes codants pour des protéines localisées au niveau des terminaisons
synaptiques
Syntaxin-4, -5a, -6, -8, -12
$ynaptotagmin-1 1
Synaptogyrin-2
Synaptobrevin-like 1, Synaptobrevin-2 (VAMP-2)
Synaptosornal-associated protein-23 (SNAP23), -29 (SNAP29)
Gènes codants pour des protéines impliquées dans la formation des axones
Growth-associated protein (GAP43)
Roundabout receptor- 1
Gènes codants pour des récepteurs de neurotransmetteurs bien connus
Glutamate receptor NMDA-2C, -3B
GABA B receptor-1
Serotonin receptor-2A, -3A, -7
